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Fernando Jesus Pérez Asensio Introduccion

1.1- ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES: EPIDEMIOLOGIA Y
TIPOS.

Los accidentes cerebrovasculares agudos (“ictus” cerebrales) son trastornos
neurologicos originados por la disminucion brusca del aporte sanguineo cerebral.
Pese al mejor control de los factores de riesgo vascular, el aumento de la edad de la
poblacion explica el incremento en la incidencia y prevalencia del ictus cerebral en
los ultimos afios, aunque cada vez se detectan mas casos en la poblacion joven. La
incidencia del ictus es de 200 casos por cada 100.000 habitantes, lo que origina que
en Espafia cada afio unos 84.000 espafioles sufran algin tipo de accidente
cerebrovascular. Aquellos que sobreviven a un primer ictus presentan un riesgo muy
alto de sufrir otro durante los 6 meses posteriores al primero; y el riesgo de recidiva
durante los 5 afios siguientes es muy elevado. La mortalidad, en el caso de los
infartos cerebrales, es de 10 al 12% antes de los 30 dias. En Espaiia, el ictus es, por
tanto, la segunda causa de muerte (la primera en mujeres), ademas de la primera
causa de invalidez permanente y la segunda de demencia. De los supervivientes, dos
tercios viven en condiciones razonablemente buenas o con déficits moderados, y un
tercio queda incapacitado completamente tras el accidente cerebrovascular. En la
actualidad hay unos 150.000 incapacitados a consecuencia de un ictus en Espaiia.
Segin la Sociedad Espafiola de Neurologia, la asistencia precoz al ictus puede
disminuir la mortalidad en un 20% y también el porcentaje de pacientes que
quedaran incapacitados. El ictus es la primera causa de ingreso hospitalario por
enfermedad neuroldgica y la causa mas frecuente de demanda asistencial en los
servicios de urgencias por enfermedad neurologica grave, lo que conlleva grandes
cargas socio-econdmicas en términos de atencidn sanitaria y servicios sociales.

La mayoria de los accidentes cerebrovasculares (85%) son de tipo
“isquémico”, y tienen su origen en la oclusién aguda por un trombo o un émbolo de
una de las principales arterias cerebrales, lo que origina un descenso en la perfusion
de la region cerebral irrigada por dicha arteria. El resto de accidentes
cerebrovasculares (15%) lo constituyen los de tipo “hemorragico”, originados por la
rotura de un vaso sanguineo, bien sea en el parénquima (“hemorragia intracerebral”)

o en la superficie cerebral (“hemorragia subaracnoidea”).
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El fenémeno que caracteriza a todas las enfermedades cerebrovasculares es la
“isquemia cerebral”, la cual se define como “la reduccion del aporte sanguineo hasta
unos niveles insuficientes para mantener el metabolismo y funcionamiento normales
de las células cerebrales”. Las causas mdas frecuentes de isquemia son:
estrechamiento gradual (ateroesclerosis) y, como ya se ha comentado en el parrafo
anterior, oclusion subita (trombosis o embolia) de alguna de las grandes arterias
cerebrales, asi como microembolia en vasos de pequefio calibre, espasmo vascular
asociado a una hemorragia subaracnoidea, hipertension intracraneal, etc. (Hossmann,
1982). Otras causas de isquemia cerebral son la parada cardiaca, asi como shock e
hipotension sistémica, que originan el descenso del aporte sanguineo al cerebro en su
totalidad (isquemia global). La “isquemia cerebral focal” corresponde a situaciones
en las que la reduccién del flujo sanguineo se circunscribe al territorio irrigado por
una determinada arteria del cerebro. Cuando, como consecuencia de la severidad de
la isquemia cerebral, se produce una pérdida celular irreversible con lesion
destructiva localizada, se habla de “infarto cerebral” (Garcia, 1984). En este tipo de
isquemia se establece la denominada “lesion de ictus”, consistente en un nucleo
central densamente isquémico que evolucionard a infarto, rodeado por areas de
isquemia de menor intensidad en las que las células se encuentran estructuralmente
intactas pero funcionalmente inactivas (Symon y cols., 1974). Esta zona perifocal
(“penumbra’), mantenida por la circulacion colateral, tiende a evolucionar a infarto

si el deterioro del flujo sanguineo cerebral (FSC) persiste.

1.2- MODELOS ANIMALES DE ICTUS.

En los tltimos 20 afios se han llevado a cabo numerosos estudios para tratar
de comprender los mecanismos implicados en el dafio cerebral postisquémico, asi
como para desarrollar estrategias que minimicen sus repercusiones. Un elemento
crucial en el estudio de la fisiopatologia y farmacologia del ictus es el uso de
modelos animales adecuados. Los principales modelos de accidente cerebrovascular
se han desarrollado en roedores. Su menor coste econdémico, la facilidad de su
manejo y de su monitorizacion fisiologica, asi como su mayor aceptacion ética,

justifican, en parte, la eleccion de estos animales frente a otros modelos llevados a
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cabo en especies animales mayores (Ginsberg, 1996). Ademas, el elevado grado de
homologia genética (Rabin y cols., 1986), asi como las similitudes (en lo basico) en
la anatomia, fisiologia y reactividad de la vasculatura cerebral entre roedores y
humanos (Purves, 1972), apoyan también la eleccion de estos modelos.

En el area del accidente cerebrovascular, los distintos modelos animales se
pueden agrupar en tres subgrupos: modelos de isquemia global, de isquemia focal y
hermorragicos. Los modelos hemorragicos se basan en la produccion de un sangrado
en el cerebro, siendo la infusiéon de colagenasa la principal forma de lograrlo. Los
modelos de isquemia global, basados en la oclusion de las grandes arterias que
irrigan el encéfalo, se usan cada vez menos debido a la opinidon generalizada de que
reproducen mejor las consecuencias cerebrales del fallo cardiaco que las de un
accidente cerebrovascular (Green y Cross, 1997). Por ultimo, los modelos de
isquemia focal estdn basados en la oclusion permanente o transitoria de una arteria
cerebral especifica. Generalmente se llevan a cabo con la ACM, debido a que en
humanos la mayor incidencia de infartos focales se localiza en las areas irrigadas por
ese vaso; al menos el 25% de los infartos en pacientes que sufren el primer accidente
cerebrovascular, y hasta el 80% se asocian con dafio isquémico en ese territorio
(McAuley, 1995).

Los principales métodos de oclusion arterial en roedores son: trombosis
inducida fotoquimicamente, embolismo con un coigulo o con microesferas,
coagulacién o ligadura, oclusion intraluminal y, finalmente, empleo de cepas de ratas
espontaneamente hipertensas que desarrollan infartos de forma espontanea (revisado
por de Lecifiana y cols., 2001). Uno de los modelos mas utilizados de oclusion
arterial es la aproximacion subtemporal de Tamura (Tamura y cols., 1981): mediante
una craniotomia subtemporal se accede a una zona distal del origen de la ACM, que
es coagulada a ese nivel. El mayor inconveniente de esta técnica es que es
irreversible, resultando en una isquemia permanente.

En determinados casos de accidente cerebrovascular el FSC puede
restablecerse, bien por disgregacion espontanea del trombo, o bien por intervencion
clinica (McAuley, 1995), por lo que resultan de gran interés los modelos que

permiten la induccion de isquemia focal reversible; es decir, con reperfusion. Entre
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estos modelos de isquemia focal transitoria, los mas utilizados son la compresion
arterial mediante pinzamiento o ligadura (Shigeno y cols., 1985), la aplicacion
abluminal de endotelina sobre la arteria (Macrae y cols., 1993) y, sobre todo, la
oclusién intraluminal de la ACM. Este ultimo presenta la ventaja sobre los anteriores
de que permite llevar a cabo la oclusion proximal de la ACM de forma reversible y
sin craniotomia, introduciendo una sutura en la arteria cardtida interna y haciéndola
avanzar hasta que sobrepase el origen de la ACM (Zea Longa y cols., 1989). En el
caso de la oclusion proximal, la ACM se ocluye cerca de su ramificacion desde la
arteria carotida interna, inmediatamente antes del origen de las arterias
lenticuloestriadas. Tras la oclusion, el FSC no se reduce uniformemente en toda la
zona afectada. El centro de esta zona (nucleo) se define como la region en la que el
FSC se reduce hasta un 15% o menos, y abarca la porcion lateral del estriado
(caudado-putamen) y al cortex parietal. La penumbra es la region en la que el FSC se
reduce hasta un 40% o menos, y comprende al resto del neocortex, el cortex
entorhinal y el estriado medial. En cuanto a la oclusion distal de la ACM
(aproximacion subtemporal), el FSC a los ganglios basales no se interrumpe y por lo
tanto la lesion se restringe al neocortex. La reduccion del FSC en el nacleo y en la
penumbra de este modelo es similar a la que se obtiene con el modelo de la oclusion
proximal (Lipton, 1999; Zukin y cols., 2004).

El volumen del infarto dependera fundamentalmente de la duracion de la
isquemia y de la severidad de la misma, asi como de otros factores como son:
temperatura corporal, presion arterial, glucemia, pH y presiones parciales de oxigeno
y dioxido de carbono en sangre (revisado por de Lecifiana y cols., 2001). Pese a que
hace ya bastante tiempo que se conoce la influencia de estos parametros
hemodindmicos y metabdlicos sobre el resultado de la isquemia, en la actualidad la
mayoria de estudios publicados sobre neuroproteccion son llevados a cabo sin

tenerlos en cuenta.
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1.3- FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL.
1.3.1- Flujo sanguineo cerebral y penumbra isquémica.

Estudios previos sobre la perfusion cerebral llevados a cabo en distintas
especies animales, han puesto de manifiesto la existencia de al menos dos umbrales
de reduccion del FSC en la patogénesis del dafio cerebral isquémico: el umbral
superior, situado aproximadamente a un 35% del FSC normal, que conduce a la
supresion funcional (fallo en la transmision sinaptica) con aplanamiento del
electroencefalograma (EEG); y el umbral inferior, situado aproximadamente al 15-
20% del FSC normal, que provoca una alteracion severa de la homeostasis 16nica. Al
concepto de “umbral de FSC” se afiade la nociéon de “dependencia temporal”,
encontrandose una relacion curvilinea entre la intensidad y la duracion de la
isquemia para provocar el dano neuronal (Hossmann, 1994a). Asi, reducciones
proximas al 100% del FSC normal provocan dafios neuronales en unos pocos
minutos, mientras que descensos del FSC menos severos requieren un mayor tiempo
para provocar un dafio permanente.

La penumbra se define electrofisiologicamente como aquella region que
mantiene niveles de FSC por debajo del umbral de silencio electrocortical, pero por
encima del necesario para la alteracion masiva de la homeostasis idnica (Ginsberg,
1997). Esta penumbra isquémica es, por lo tanto, la region susceptible de ser
“rescatada” de la agresion isquémica mediante terapias farmacoldgicas, ya que el
dafio en el nucleo es irreversible a los pocos minutos tras la oclusion. La penumbra
isquémica presenta las siguientes caracteristicas (Ginsberg, 1997):

1- Desacoplamiento entre el metabolismo y el flujo sanguineo, debido a que no
mantiene la capacidad autorreguladora del flujo sanguineo (Back y cols.,

1995).

2- El tamaio de la penumbra isquémica temprana supone el 50% o mas de la

lesion isquémica final (Back y cols., 1995).

3- Pese a la reduccion de flujo, el consumo de glucosa se mantiene e incluso se
incrementa ligeramente (fundamentalmente por via anaerobia) para tratar de

mantener los niveles energéticos de la célula (Ginsberg y cols., 1996).
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4- La penumbra presenta despolarizaciones isquémicas recurrentes, con
elevaciones transitorias de la concentracion de K™ extracelular que son
deletéreas para el tejido debido al desacoplamiento entre la perfusion y el
metabolismo (Takeda y cols., 1993; Back y cols., 1994).

5- La vida media de la penumbra (y por lo tanto la ventana terapéutica) es corta,
evolucionando rdpidamente hacia la lesion isquémica irreversible. Tras 2
horas de la oclusion de la arteria cerebral media (ACM) en el nucleo, y de 3-4
horas en la penumbra, se observa proteolisis avanzada del citoesqueleto (Yao

y cols., 1995).

1.3.2- Respuesta microvascular cerebral a la isquemia focal.

La microvasculatura cerebral, definida como aquellos elementos vasculares
de menos de 100 um de didmetro, posee unas caracteristicas ultraestructurales Unicas
que permiten una estrecha relacion entre el endotelio y las células sanguineas, y las
neuronas a las que sirven a través de los astrocitos. Multiples procesos
fisiopatologicos que tienen como diana la microvasculatura cerebral, entre los que se
encuentra la isquemia/reperfusion, ponen de manifiesto su importancia en la
patogénesis de muchas enfermedades (Zhang y cols, 1994b; Buée y cols., 1997).
Clasicamente se pensaba que los microvasos eran menos sensibles a la isquemia que
las neuronas, debido en parte a la mayor resistencia de las células endoteliales a la
hipoxia. Sin embargo, revisiones recientes (del Zoppo y Mabuchi, 2003) muestran el
gran numero de respuestas a la isquemia cerebral focal que presenta la
microvasculatura cerebral: expresion en las células endoteliales de receptores de
adhesion leucocitaria como las selectinas (P, E y L) y las “moléculas de adhesion
intercelular” (“intercelular adhesiéon molecules”; ICAMs), elementos pro-
angiogénicos como el “factor de crecimiento vascular endotelial” (“vascular
endotelial growth factor”, VEGF) y la integrina o,[33, transportadores de nutrientes
como la “proteina transportadora de glucosa” (“glucose transporter protein”, GLUT-
1), proteasas que degradan las proteinas de la matriz extracelular y, también, pérdida
de integrinas estructurales de las células endoteliales y astrocitos y de los principales

constituyentes de la matriz vascular (laminina 1 y 5, coldgeno tipo IV, fibronectina,
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etc.). Estas respuestas de la microvasculatura a la isquemia conducen a la pérdida de
la barrera hematoencefilica (BHE), formacion de edema y a fendmenos de
coagulacion y adhesion e infiltracion leucocitaria (inflamacion), asi como de
angiogénesis.

Tanto en estudios clinicos como experimentales se ha observado que la
formacion del edema se origina rdpidamente tras el inicio de la oclusion por la
pérdida de la barrera de permeabilidad vascular (Okada y cols., 1994; Risau y cols.,
1998). Existen evidencias de que esta pérdida de la integridad de la BHE y de la
matriz extracelular (lamina basal) es el resultado de la accidon de sustancias como
bradikinina, trombina (Aschner y cols, 1997), VEGF (Zhang y cols., 2000),
metaloproteasas activas de la matriz (Heo y cols., 1999), asi como de proteasas
liberadas por leucocitos activados (Opdenakker y cols., 2001) y otras actividades
proteasa (Hosomi y cols.,, 2001). Se ha asociado la pérdida de la matriz
microvascular con la transformacion hemorrdgica del infarto y la consecuente
acumulacién de hemoglobina en el parénquima cerebral (Hamann y cols., 1996).

La inflamacion ha sido implicada como fuente de dafio secundario tras la
isquemia. Tras el episodio de isquemia/reperfusion, el endotelio vascular promueve
la inflamacion a través de la liberacion de citoquinas y la aparicion de moléculas de
adhesion que permiten la adhesion y migracion de los leucocitos circulantes dentro
del sistema nervioso central (SNC). Tan s6lo una hora después del inicio de la
oclusién ya se puede observar la diapédesis de leucocitos polimorfonucleares en el
nucleo isquémico (Abumiya y cols., 1999).

La activacion y agregacion plaquetaria, adhesion de leucocitos al endotelio,
asi como el deposito de fibrina en la luz vascular debido a la generacion intravascular
de trombina (Okada y cols., 1994), contribuyen a la obstrucciéon microvascular.
Conjuntamente con la compresion por el edema, hinchazén del endotelio y
formacion de microvellosidades en las células endoteliales (del Zopo y cols., 1991;
del Zopo, 1994), contribuyen al fenémeno de “no reflujo” (Ames y cols., 1968), por
el cual los microvasos permanecen obstruidos tras liberarse la oclusion que

inicialmente causaba la isquemia, aunque también existen evidencias que apuntan a
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la peroxidacion lipidica como participe en la génesis de este fenomeno (Cerchiari y
cols., 1987; Hall y Yonkers, 1988)

La generacion de nuevos capilares (angiogénesis) tras la agresion isquémica
fue demostrada por Tsutsumi y colaboradores (1986) en un modelo canino. Una
teoria sobre esta neovascularizacion se basa en que la hipoxia induce la expresion del
“factor inducible por hipoxia 1” (“hypoxia inducible factor 17, HIF-1), que a su vez
estimula la expresion de VEGF e integrina o3 (Namiki y cols., 1995). VEGF
estimula la proliferaciéon microvascular, mientras que la integrina o33 es necesaria
para la angiogénesis, neovascularizacion y remodelacion del tejido (Varner y cols.,
1995). Marti y colaboradores (2000) han demostrado que, precediendo a la
neovascularizacion, se produce la expresion inducida por hipoxia de VEGF en el

borde del neocortex isquémico en roedores.

1.3.3- La cascada isquémica en el tejido cerebral.

Los principales efectos a nivel celular que produce la isquemia son conocidos
desde hace algunos afios, y se resumen en la figura 1.1.

La principal consecuencia metabdlica inmediata que se produce tras la
isquemia es el descenso del contenido energético de las células, ATP y fosfocreatina
(Siesjo y Ljunggren, 1973), y la acumulacion de sus productos de degradacion, como
la adenosina (Kleithues y cols., 1974). Debido a ello, todas las reacciones
dependientes de ATP quedan inhibidas por el descenso de la carga energética celular.
Esto afecta especialmente al metabolismo de las proteinas, cuya degradacion y
sintesis parecen estar suspendidas durante y después del episodio isquémico
(Kleihues y Hossmann, 1971; Mies y cols., 1991).

La degradacion anaerdbica de las reservas de glucosa genera acido lactico,
que se acumula y hace bajar el pH hasta valores de 6.5 (Ljungren y cols., 1974). Esta
acidosis desplaza al Ca*" de su union a proteinas (Folbergrova y cols., 1990), y hace
aumentar su concentracion intracelular.

La pérdida de ATP provoca que la célula pierda progresivamente la capacidad
de recaptar el K' que sale al exterior, y también la entrada de Ca®" como

consecuencia de las despolarizaciones de la membrana celular que se producen
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(“despolarizaciones isquémicas”). Estas despolarizaciones terminan en la
“despolarizacion andxica” por la incapacidad para mantener la homeostasis idnica,
con la entrada masiva de Ca®" al interior de la célula (Harris y cols., 1981; Siesjo,
1990; Katsura y cols., 1993). Este flujo de Ca*" hacia el interior de las neuronas
activa multitud de procesos:

1- Liberacién de noradrenalina y adenosina por exocitosis, que activan a la
adenilato ciclasa unida a la membrana con lo que aumentan los niveles de
AMPc y la permeabilidad de la membrana de las células gliales (Kobayashi,
1977). Estas células captan Na', Cl y agua, produciéndose el edema
astrocitico perivascular y perineuronal (Katzman y cols., 1977; Siesjo, 1981).

2- Liberacion de otros neurotransmisores como consecuencia de esta alteracion
de la actividad i6nica, de los cuales el glutamato es el principal compuesto
neurotoxico (Hossmann, 1994b), debido al funcionamiento inverso de los
transportadores de glutamato en condiciones de una disminucion severa de
ATP (Madl y Burgesser, 1993; Jabaudon y cols., 2000; Rossi y cols., 2000).
Esta liberacion de neurotransmisores provoca la formacion de edema por
apertura de canales idnicos que permiten la entrada de Na' y CI vy,
consecuentemente, la entrada de agua; y por su unioén a los receptores N-
metil-D-aspartato  (NMDA) y  a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionato (AMPA)/kainato, que permiten la entrada masiva de Ca®" al
interior celular (Benveniste y cols., 1984).

3- Activacion de diversas reacciones enzimaticas, nocivas cuando se producen
sin control: proteasas, que degradan las proteinas constitutivas del
citoesqueleto; endonucleasas, que atacan a los dcidos nucleicos;
proteinquinasas, que catalizan fosforilaciones que modifican la funciéon de
receptores y canales idnicos; y fosfolipasas, que degradan fosfolipidos y
alteran la permeabilidad de la membrana celular permitiendo la salida al
compartimento extracelular de los constituyentes intracelulares, entre los que
se encuentran el glutamato y aspartato. La degradacion de fosfolipidos

conduce a la formacion de acido araquiddnico, que a su vez es degradado por
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los enzimas lipoxigenasa y ciclooxigenasa, terminando en la produccion de

prostaglandinas y perdxidos (Shohami y cols., 1982).
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Figura 1.1: Rutas de la cascada isquémica (simplificadas) que conducen a la muerte celular.

Entre las posibles dianas que pueden ser clave para la intervencion
terapéutica se encuentran tres especialmente interesantes por haber sido
ampliamente asociadas a la isquemia cerebral y a patologias neurodegenerativas:
oxido nitrico (NO), radicales libres (RLs) y especies reactivas de oxigeno (EROs) e

inflamacién.
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1.3.3.1- Oxido Nitrico (NO).
- Fisiologia del NO.

El NO es el producto de secrecion celular de menor peso molecular que se
conoce en Mamiferos. En condiciones fisiologicas es un gas que se disuelve en los
fluidos celulares y puede atravesar las membranas por simple difusion. Es sintetizado
en muchos tipos celulares por una familia de tres isoenzimas denominados “6xido
nitrico sintasas” (NOS): neuronal, endotelial e inducible. También se ha descrito la
existencia de una forma mitocondrial (Giulivi y cols., 1998; Elfering y cols., 2002) y
la produccion de NO de forma no enzimatica en condiciones reductoras y de pH bajo
(estomago, superficie de la piel, tejido isquémico), pero su relevancia es incierta
(Weitzberg y Lundberg, 1998). La NOS neuronal (nNOS) se expresa
constitutivamente en las neuronas, y su actividad esta regulada principalmente por
Ca*, asi como también lo estd la NOS endotelial (eNOS), expresada
constitutivamente en las células del endotelio vascular, en las fibras nerviosas
perivasculares (Iadecola y cols., 1993) y en algunas neuronas del hipocampo y otras
regiones cerebrales (Dinerman y cols., 1994). Finalmente, la isoforma inducible de la
NOS (iNOS) aparece en varias poblaciones de células cerebrales: células gliales
implicadas en la respuesta inmune inespecifica asociada a condiciones patologicas
(Murphy, 2000), células vasculares y neutrofilos infiltrados en el tejido cerebral
(Iadecola y cols., 1996). La induccion de esta isoforma supera con mucho a la de las
isoformas constitutivas.

Producido localmente por algunos tipos celulares, el NO es un radical
inestable con una vida media biologica de tan sélo unos pocos segundos. EI NO
actiia como un transmisor, difundiéndose rapidamente a la vecindad inmediata de las
células, y como una hormona, uniéndose a transportadores e incorporandose al
torrente sanguineo. El NO no es un neurotransmisor convencional, puesto que no
solo no se almacena ni su liberacion es dependiente de vesiculas, sino que su accion
depende de la difusion de la molécula desde su lugar de sintesis hacia las células
vecinas. Tampoco actiia como los mensajeros clasicos, por uniéon no covalente al
receptor especifico, sino por unioén covalente a su diana debido a su potencial redox.

El NO es un mensajero multifuncional que afecta a numerosos procesos como
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apoptosis (Kolb y cols., 2001), regulacion del tono vascular (Moncada y cols., 1991;
Lowenstein y Snyder, 1992), resistencia a la infeccion mediada por macréfagos
(Linares y cols., 2001), adhesion plaquetaria y leucocitaria (Radomsky y cols., 1987;
Kubes y cols., 1991), sinaptogénesis durante el desarrollo (Contestabile, 2000) y
plasticidad neuronal en el adulto (Schuman y Madison, 1991; Bohme y cols., 1993),
regulacion del balance entre proliferacion celular y diferenciacion, y con ello del
tamafio y forma de los érganos adultos (Kuzin y cols., 2000), etc. En una revision de
Gewaltig y Kojda (2002) sobre la actividad vasoprotectora del NO, se recopilan los
distintos efectos que tiene el NO a nivel de los vasos sanguineos en condiciones
fisiologicas normales. El NO tiene efectos vasorrelajantes y antiplaquetarios,
antiadhesion de leucocitos, antiproliferativos y antioxidantes. En el tejido cerebral, el
NO también desempeiia otras funciones:

1- En condiciones fisiologicas el NO juega un importante papel en la
modulacién de diferentes funciones del SNC, actuando como mensajero
intercelular en el cerebro; sus células diana son las células adyacentes (glia y
neuronas). El flujo de Ca*" hacia el interior celular, fundamentalmente a
través de los canales dependientes del receptor de tipo NMDA, activa la
nNOS estimulando la produccion de NO (Luo y cols., 1993) y mediando asi
la vasodilatacion cerebral como respuesta a la activaciéon de receptores
NMDA (Meng y cols., 1995), acoplando el metabolismo celular y el FSC. El
NO, a través del GMPc, también esta implicado en la modulacion de la
liberacidon de neurotransmisores excitadores como acetilcolina, noradrenalina
y glutamato (Szabo, 1996; Prast y cols., 1998), e inhibidores como GABA
(Ohkuma y cols., 1995, 2001). También se ha demostrado la liberacion de
neurotransmisores independiente del GMPc mediada por NO (Stewart y cols.,
1996).

2- También se ha sugerido que el NO modula la transcripcion génica en
neuronas y glia (Peunova y Enikolopov, 1993, 1995), aunque existen pocas
evidencias de promotores eucarioticos que respondan directamente al NO

(Morris, 1995; Pilz y cols., 1995; Garban y Bonavida, 2001).
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- EI NO en la fisiopatologia de la isquemia cerebral.

En la figura 1.2 se presentan las principales vias del NO tanto en la fisiologia
cerebral como en la fisiopatologia de la isquemia. En la isquemia cerebral el NO
parece tener dos efectos opuestos: mientras que su participacion directa en la
regulacion hemodindmica local protege al tejido cerebral, una excesiva produccion
de NO resulta neurotdxica (Choi, 1993; Dalkara y cols., 1994b). Se ha descrito un
incremento rapido y transitorio de la produccion de NO en el cerebro de rata durante
y tras la isquemia cerebral hasta niveles suficientes para provocar neurotoxicidad
(Kader y cols., 1993; Malinski y cols., 1993; Tominaga y cols., 1993). La activacion
excesiva de los receptores NMDA debida a la liberacion masiva de glutamato que se
produce durante la isquemia produce un incremento masivo de Ca*" intracelular en la
neurona postsinaptica, lo que conduce a una activacion de la nNOS y una
sobreproduccion de NO (Kader y cols., 1993). En condiciones fisiologicas, la
concentracion de NO in vivo es de 10-100 nM y, en condiciones de isquemia
aumenta hasta 2-4 uM (Malinski y cols., 1993). La induccion de la actividad NOS
durante la fase aguda de la isquemia parece tener un importante efecto deletéreo
sobre el tejido. Las posibles causas de ello son:

1- En las neuronas, concentraciones nanomolares de NO inhiben el enzima
citocromo oxidasa de la cadena de transporte electronico mitocondrial por
reaccion con el grupo hemo, compitiendo con el oxigeno. Esta inhibicion es
reversible, y sugiere que el NO regula la generacion de energia y puede
mediar la muerte celular actuando en la mitocondria (Beltran y cols., 2000).

2- En condiciones de escasez de L-arginina y del cofactor de la NOS
tetrahidrobiopterina (BH4), la NOS genera O," (Heinzel y cols., 1992) por un
proceso conocido como “desacoplamiento”.

3- EI NO modula la fusion de vesiculas a la membrana (Meffert y cols., 1996), y
con ello la liberaciéon de neurotransmisores, contribuyendo al dafio por
excitotoxicidad.

4- El mediador principal del dafio inducido por glutamato es el peroxinitrito
(ONOQO") (Tanaka y cols., 1997; Fukuyama y cols., 1998), generado

principalmente en la region periinfartica. EI NO reacciona muy rapidamente
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con el O," para formar ONOQ’, que es un oxidante mas fuerte que el propio
O,". E1 ONOQO' y sus derivados inducen el dafo a proteinas por nitracion de
tirosinas, formacion de ditirosinas y oxidacion de tioles, incluidos los que
contribuyen a la capacidad antioxidativa de las células (Radi y cols., 1991).
Uno de los principales mecanismos de dafio por NO y ONOO™ parece ser
debido al dafio causado al ADN. Si éste es lo suficientemente severo, la
activacion del enzima de reparacion nuclear poli-ADP ribosa polimerasa
(PARP) provoca una disminuciéon masiva de las reservas energéticas de la
célula (Zhang y cols., 1994a; Pieper y cols., 1999), ademas de estimular la
sintesis de factores proinflamatorios (Chiarugi y Moskowitz, 2003) a través
del factor de transcripcion NF-kB. El ONOO', al igual que el NO, también es
capaz de inducir la liberacion de neurotransmisores (Ohkuma y Katsura,
2001).

Derivados oxidantes del NO inhiben la actividad de enzimas antioxidantes
como la glutation peroxidasa (Asahi y cols., 1995).

Otros mecanismos de la accion deletérea del NO pueden darse a través de la
nitrosilacion de enzimas, como la fosfoquinasa C (Hammer y cols., 1993) y la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Zhang y Snyder, 1992); o
interactuando con el hierro asociado con enzimas presente en grupos hemo o
no hemo, como el citocromo p450 (Drapier y Bouton, 1996). También son

1”48 en las

nitrosiladas enzimas localizadas en la via apoptdtica, como p2
células T humanas (Lander y cols., 1995), y algunos miembros de la familia

de las caspasas, nitrosiladas en el sitio activo del enzima (Liy cols., 1997).
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Figura 1.2: Principales vias del NO. Efectos fisiologicos y efectos fisiopatologicos relacionados con

la isquemia cerebral.

1.3.3.2- Estrés oxidativo: radicales libres y especies reactivas de oxigeno.

Un RL es un atomo o molécula con un electron desapareado en su orbital mas
externo. Esta conformacion le hace extremadamente reactivo con otras especies
quimicas. Las EROs son moléculas con atomos de oxigeno y con capacidad
oxidante. Muchos RLs, originados en el metabolismo oxidativo de las células, estan
basados en el oxigeno. Sin embargo, no todas las EROs son RLs (ej. H,O,), ni todos
los RLs estan basados en el oxigeno (ej. RS, radical tiilo), ni todos los RLs basados
en el oxigeno son oxidantes fuertes (ej. Oy).

Los RLs y EROs estan implicados en el funcionamiento normal de las células
interviniendo en el mecanismo de accion de las citoquinas, factores de crecimiento y
hormonas, alterando el transporte idnico a través de membrana, afectando a la
transcripcion de RNA, a la formacion de energia metabolica, a la neuromodulacién e

interviniendo también en los mecanismos de muerte celular programada (Lander,
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1997). Incluso, en determinadas circunstancias, el incremento local de RLs puede ser
necesario, como en el caso de la liberacion de EROs toxicas por los neutrofilos
activados, donde juegan un papel en la defensa frente a la infeccion, y liberacion de
RLs por células inmunocompetentes en la vigilancia frente al cancer (Racek y cols.,
2001).

El estrés oxidativo es la consecuencia de la exposicion de las células a un
exceso de RLs y EROs. Las células eucariotas estdn sometidas continuamente a un
estrés oxidativo debido al oxigeno, necesario para la supervivencia pero también
fuente de dafio potencial. Este fendmeno se conoce como “paradoja del oxigeno”.
Por ello, no es extrafio que el estrés oxidativo participe en la etiologia de numerosos
desordenes cronicos y enfermedades degenerativas como la enfermedad de Parkinson
(Adams y Odunze, 1991), sindrome de Down (Kedziora y Bartosz, 1988),
enfermedad de Alzheimer (Markesbery, 1997), esclerosis lateral amiotrofica (Brown
Jr, 1996), dafio traumatico del sistema nervioso (Shohami y cols., 1997), asi como en
la isquemia cerebral (Peters y cols., 1998) y en el envejecimiento (Samson y Nelson,
2000).

Los RLs reaccionan con importantes macromoléculas, dafiando a la célula y
rompiendo el equilibrio oxidativo de la misma. Pueden reaccionar con los lipidos de
las membranas, produciendo peroxidacion lipidica (Polidori y cols., 1998; Fedorova
y cols., 1999), alterando la fluidez caracteristica y liberando subproductos toxicos.
Pueden reaccionar también con proteinas, alterando su estructura y/o funcién
(Dimon-Gadal y cols., 1998; Salvi y cols., 2001), y con los acidos nucleicos (Du y
Gebicki, 2002), alterando su transcripcion y traduccion e incluso produciendo
mutaciones somaticas. Median en la toxicidad inducida por glutamato (Chan y cols.,
1990), en la muerte celular programada (Greenlund y cols., 1995; Stoian y cols.,
1996) y en la transduccion de sefiales y expresion génica (Palmer y Paulson, 1997).
Existe una amplia evidencia de que las EROs juegan un papel importante en todas las
etapas del origen y desarrollo de los tumores (Kovacic y Jacintho, 2001; Deshpande

e Irani, 2002).
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Una de las principales fuentes de radicales y EROs en las células eucarioticas
es la mitocondria, debido a que el oxigeno es el aceptor terminal de los electrones en
la cadena respiratoria mitocondrial durante la produccion de ATP. Se ha demostrado
que, en condiciones normales, entre un 2% y un 5% del flujo electronico produce O,~
y H,O; (Boveris y Chance, 1973). Las células eucaridticas han desarrollado sistemas
de defensa especificos frente a estos subproductos de la respiracion. La principal via
de detoxificacion del radical O, es la formacion extremadamente rapida de perdxido
de hidrogeno (H»0,) catalizada por el enzima SOD. En la célula existen 3 isoformas
de la SOD: citosolica, mitocondrial y de la matriz extracelular. Este H;O, formado es
rapidamente detoxificado por la catalasa, enzima poco abundante en el cerebro de
mamiferos, o principalmente por el enzima glutation peroxidasa (GSH-Px), oxidando
para ello al glutation reducido (GSH), que puede ser reciclado de nuevo a GSH por el
enzima glutation reductasa (GR) empleando NADPH. La figura 1.3 muestra la

secuencia de reacciones.

> H,0, & H,0 + O,

GSH GSSG

(&)

NADPH  NADP

Figura 1.3: Ruta principal de detoxificacion del anion superdxido en el cerebro.

El SNC es especialmente sensible a los RLs y EROs por diversas razones
(Evans, 1993): 1) posee un elevado metabolismo oxidativo y una gran concentracion
de sustratos facilmente oxidables (acidos grasos poliinsaturados de la membrana); 2)
posee un bajo nivel de enzimas antioxidantes (catalasa y GSH-Px); 3) en ¢l se dan
reacciones neuroespecificas que generan EROs endogenamente (oxidacion de

dopamina, etc.); 4) sus células poseen una elevada relacion membrana/volumen
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citoplasmatico; y 5) las neuronas no se replican y, por lo tanto, no pueden
regenerarse. Los efectos deletéreos de los RLs sobre el tejido cerebral son
numerosos: incrementan la permeabilidad de la BHE, provocan alteraciones en la
formacion de la tubulina, inhiben la respiracion mitocondrial y perturban la

transmision sindptica y la homeostasis ionica de la membrana celular.

- Estrés oxidativo en la isquemia cerebral.

En condiciones de isquemia, la produccion de EROs ocurre especialmente en
aquellas regiones cerebrales isquémicas donde la pO, estd parcialmente preservada
por el FSC colateral: la penumbra isquémica. La formaciéon de EROs se produce
durante la fase de oclusion, pero es con la reperfusion cuando se dispara su
produccion (Peters y cols., 1998). La reoxigenacion durante la fase de reperfusion
proporciona oxigeno tanto para la supervivencia neuronal como para numerosas
reacciones de oxidacién enzimdticas y no enzimdticas, que originan oxidantes
altamente reactivos (Chan, 2001). La condiciéon de isquemia focal, caracterizada por
un descenso en la perfusion cortical local pero no su completa desaparicion debido a
la circulacion colateral en la zona de penumbra, proporciona unas mejores
condiciones para la formacion de estas especies reactivas en comparacion con la
isquemia global, donde no hay transporte alguno de O,.

Los radicales hidroxilo (OH) son extremadamente reactivos (oxidantes) e
inician rapidamente la peroxidacion lipidica y el dafio al ADN. Se pueden originar
rapidamente a partir de O," a través de la reaccion de Fenton. Otra fuente de OH es a
través de la reaccion del O,” con el NO'. El producto de esta reaccion es el ONOO'.
A pH fisiolégico, el ONOO™ se degrada rapidamente a ‘OH y dioxido de nitrogeno
(NOy). El ONOO" es un poderoso prooxidante y puede reaccionar con SOD para
formar un poderoso agente nitrante, capaz de nitrar tirosinas de proteinas celulares e
iniciar la disfuncién y muerte celular (Beckman y cols., 1993).

La activacion de las fosfolipasas A, y C, debida a la entrada masiva de Ca**
al interior celular, provoca a su vez la liberacion de acido araquidonico de los

fosfolipidos de membrana. Ademas de poder volver a incorporarse a la membrana, es
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el sustrato de lipooxigenasas y ciclooxigenasas, que lo metabolizan a
prostaglandinas, leukotrienos y EROs, entre ellas O,".

Los efectos de los RLs en estas condiciones son muchos y muy variados.
Durante la fase de isquemia/reperfusion, el enzima xantina deshidrogenasa es
convertido a xantina oxidasa, capaz de generar O,” y H,O, durante el metabolismo
de la xantina e hipoxantina a 4cido turico (Till y cols., 1991). Ademads, los RLs y
EROs son capaces de activar o inactivar a numerosos enzimas: activan la guanilato
ciclasa (GC), por oxidacién con H,O, de grupos sulthidrilo (White y cols., 1976) e
inactivan a la glutamato sintetasa, CuZn SOD (Oliver, 1987; Sharonov y Churilova,
1992), e incluso xantina oxidasa, por H,0O,, resultando en un mecanismo de
retroalimentacion negativa, para la prevencion del dano celular oxidativo (Terada y
cols., 1991). También inactivan a la GSH-Px (Fujii y Taniguchi, 1999), una de las
principales defensas frente al dafio oxidativo en el cerebro.

En las células existen factores de transcripcion especificos del dafio oxidativo,
como el NF-kB, persistentemente activado en las neuronas destinadas a morir y sélo
transitoriamente activado en aquellas que sobreviven. Su activacion puede ser
bloqueada por antioxidantes (Clemens, 2000).

Aunque la sintesis proteica postisquémica estd profundamente suprimida,
durante los primeros momentos de la isquemia se produce la transcripcion y sintesis
de numerosas proteinas en la célula (Akins y cols., 1996) como respuesta a la

activacion génica producida por EROs (Cimino y cols., 1997).

1.3.3.3- Inflamacion.

La inflamacion juega un papel vital en la recuperacion tisular, formando parte
del sistema de defensa inmunitaria. El dafio tisular estimula la perfusion local y el
flujo de leucocitos para iniciar la reparacion de la zona dafiada. Esta respuesta
incluye a los receptores de adhesion leucocitaria, la liberacién de sustancias
biologicamente activas y cambios microvasculares que permiten la invasion del
tejido dafnado por leucocitos. Sin embargo, en pacientes que han sufrido un accidente
cerebrovascular isquémico, los procesos inflamatorios tempranos aparentemente

resultan deletéreos y la inflamaciéon ha sido implicada como fuente de dafio
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secundario tras la isquemia y posterior infarto. Tras la isquemia/reperfusion, el
endotelio vascular promueve la inflamacion a través de la aparicion de moléculas de
adhesion que permiten la adhesion y migracion de los leucocitos circulantes desde el
torrente sanguineo al SNC. Una vez alli, la produccion de moléculas citotoxicas
promueven la muerte celular. Los efectos celulares de la inflamacion se inician con
la sintesis y liberacién de citoquinas como respuesta a la reduccion del flujo
sanguineo. Los astrocitos y microglia son las células de vigilancia inmune del
sistema nervioso y son activadas en la penumbra como consecuencia de la agresion
isquémica. Sin embargo, tras la isquemia los astrocitos y microglia, leucocitos
polimorfonucleares (PMNLs) y células endoteliales, producen citoquinas como las
intereukinas (IL) 1 y 6 y el “factor de necrosis tumoral” (“tumor necrosis factor”,
TNF), aparte de responder a ellas a través de receptores especificos (feedback
positivo) y exacerbando asi el dafo endotelial en el tejido. La microglia, ademas,
también posee una gran capacidad sintética de mediadores neurotdxicos: RLs,
aminodcidos excitotdxicos y enzimas proteoliticos activados (Banati y cols., 1993).
Citoquinas como el TNF-a, interleukinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, histamina,
trombina, factor de activacion plaquetaria (“platelet activating factor”, “PAF”),
proteinas quimiotacticas monociticas (“monocyte chemotactic proteins”, “MCPs”),
proteina inflamatoria 1 de macrdéfago (“macrophage inflammatory protein 17, “MIP-
17), etc., son sintetizadas y liberadas al plasma. Esta liberacion es la responsable de
la activacion y quimiotaxis de los PMNLs y monocitos/macrofagos. También
algunas citoquinas especificas son las que inician la transcripcion de receptores de
adhesion en los leucocitos y en el endotelio microvascular. La modificacion de las
caracteristicas del endotelio durante la isquemia y reperfusion es esencial para la
participacion de los PMNLs en los eventos que conducen al infarto cerebral. La
relevancia de los PMNLSs en el desarrollo del infarto tras la isquemia cerebral focal
fue puesta de manifiesto por Matsuo y colaboradores (1994), que demostraron una
reduccion significativa del tamafio de infarto asociada a una leucopenia inducida.

La migracion de los leucocitos se piensa que esta dirigida por un gradiente
transendotelial de quimioatrayentes solubles: productos de la activacion del

complemento, metabolitos de la cascada del acido araquidonico (como consecuencia
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de la activacion de fosfolipasas A, cicloxigenasa y lipoxigenasa), quimioquinas
como IL-8 y quimioatrayentes neutrofilicos inducidos por citoquinas (“cytokine-

induced neutrophil chemoattractants”, “CINC”).

- Participacion de las PLAjs en la fisiologia cerebral y en la fisiopatologia de la
isquemia.

Las fosfolipasas A, (PLAjs) son un grupo de enzimas que hidrolizan
fosfolipidos de membrana en la posicion sn-2, liberando acidos grasos y
lisofosfolipidos. Las distintas isoformas de las PLA;s tienen una funcién limitante en
la generacion de mediadores lipidicos como el &cido araquidénico (AA), PAF y toda
la bateria de eicosanoides, que tienen un papel muy importante en procesos como la
potenciacion a largo plazo (Wolf y cols., 1995) asi como en la proliferacion y
diferenciacion celular (revisado por Akiba y Sato, 2004). También se ha relacionado
la actividad PLA, con los procesos de plasticidad sindptica asociada a la formacion
de la memoria (Holscher y Rose, 1994). Sin embargo, en condiciones
fisiopatologicas, las distintas isoformas de PLA;s juegan un papel muy importante en
procesos neurodegenerativos, asi como en la desmielinizacion y apoptosis en el SNC
(Farooqui y cols., 1997a; Kalyvas y David, 2004).

Se han caracterizado tanto formas citosolicas (cPLAs) como de secrecion
(sPLA»s), formando una lista que sigue creciendo en la actualidad. Estas fosfolipasas
se pueden clasificar en base a, entre otros pardmetros, su peso molecular y su
actividad catalitica dependiente o no de Ca®" (tabla 1.2). Asi, en Mamiferos, hasta la
fecha se conocen 19 formas distintas de PLA;s, 10 de secrecion (subgrupos IB, 1IA,
IIC, 1ID, IIE, IIF, I, V, X y VIIA) y 9 intracelulares, 3 dependientes de Ca*
(grupos IVA y IVB) y 6 independientes de Ca®" (subgrupos IVC, VIA-1, VIA-2,
VIB, VIIB, VIIIA y VIIIB). También se han encontrado isoformas de PLA; en
plantas (subgrupo XI) (Revisado por Six y Dennis, 2000; Phillis y O’Regan, 2004).
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Tablal.2: Comparativa de las PLA,s en mamiferos.

PLA,s de secrecion PLA,s citosolicas
Grupo | Subgrupo | Tamaifio (kDa) Grupo | Subgrupo | Tamafio (kDa) Depencd:; cia de

I B 13-15 A 85 Si

A 13-15 v B 114 Si

C 15 C 61 Si

I D 14-15 A-1 84-85 No

E 14-15 VI A-2 88-89 No

F 16-17 B 88 No

I 15-18 - A 40 No

v 14 B 26 No

X 14 VIII 26 No
XII 21

Molloy y cols. (1998) han revelado la expresion de mRNA de 4 isoformas de
secrecion (IB, IIA, IIC y V) y 1 citosolica (VI) en el cerebro de rata adulta. Los
subgrupos IIA, IV y VI se expresan de forma ubicua en todo el cerebro, con niveles
similares en todas las regiones. La actividad PLA, dominante en la fraccion
citosolica es la VI (Ca*-independiente). El mRNA de los subgrupos IIA, IV y VI se
expresa de forma ubicua en todo el cerebro, con niveles similares en todas las
regiones. El subgrupo IB no se expresa practicamente en el cerebro.

Las isoformas citosolicas hidrolizan preferentemente fosfolipidos que
contienen araquidonato en la posicion sn-2, liberdndolo como AA. En condiciones
normales, la sintesis y reciclado del AA se encuentran equilibradas y dependen,
principalmente, de la actividad cPLA, independiente de Ca>". La funcién principal de
esta actividad cPLA,; es el remodelado de los fosfolipidos de membrana y no induce
la sintesis neta de eicosanoides porque la tasa de liberacion de AA es menor o igual a
la de incorporacion a la membrana por las acilasas de los fosfolipidos generados, no
quedando disponible AA para las ciclooxigenasas y lipooxigenasas. Sin embargo, en
condiciones fisiopatologicas, la generacion de AA sobrepasa a la capacidad de
reincorporacion a la membrana del AA, debido fundamentalmente al incremento en
la [Ca®); y la activacion de las isoformas citosolicas cuya actividad depende de Ca**

y, si esta sobreestimulacion es lo suficientemente prolongada en el tiempo, por la
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induccion de las isoformas de secrecion (Fitzpatrick y Soberman, 2001). Este
incremento de la actividad PLA, induce la sintesis masiva de sustancias bioactivas,
por un lado por la liberacion de lisofosfolipidos y, por otro, la acumulacion de AA y

su degradacion por la via de los eicosanoides (figura 1.4).
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Figura 1.4: Actividad de PLA,s en condiciones normales y tras un episodio de isquemia-reperfusion.

Los lisofosfolipidos, aparte de tener accién detergente sobre la membrana a
altas concentraciones, son capaces de alterar la homeostasis idnica del Ca** (Inoue y
cols., 1992), de provocar vasoconstriccion y son facilmente convertibles en PAF por
acetilacion. Por otro lado, el AA origina también, a través de la ciclooxigenasa
(COX), la sintesis de factores pro-inflamatorios y otros metabolitos importantes en la
inflamaciéon y dafio neuronal. Ademas, las sPLA,s son capaces de inducir la
liberacion de glutamato (O’Regan y cols., 1995; Wei y cols., 2003) y muerte celular
debido a un incremento en la concentracién de Ca’’ intracelular (Kolko y cols., 1999;
DeCoster y cols., 2002). Este incremento estd posiblemente mediado por la
produccion masiva de AA, que modula la actividad de los receptores NMDA y/o de

2+
los canales de Ca“".
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Las principales funciones de las sPLA;s cldsicamente se han asociado a su
actividad catalitica, aunque recientemente se ha puesto de manifiesto la existencia de,
al menos, dos tipos distintos de receptores de membrana (tipos N y M), siendo el tipo
N el mas abundante en el cerebro de la rata, que permiten la unién de estas isoformas
de secrecion a la superficie externa de la membrana celular (revisado por Lambeau y
Lazdunski, 1999). La unién de las distintas isoformas de sPLA, al receptor puede
inducir tanto la inactivacion de su actividad catalitica, como la activacion de
procesos de eliminacion de la propia sPLA,, proliferacion y migracion celular,

produccion de citoquinas pro-inflamatorias, etc. (Hanasaki y Arita, 2002).

1.4. TERAPEUTICA DEL ICTUS: NEUROPROTECCION.

De todo lo expuesto hasta ahora se pueden derivar tres posibles estrategias
orientadas a minimizar las consecuencias del accidente cerebrovascular isquémico:
1) incrementar las reservas energéticas de las células (tratamiento profilactico
exclusivamente), 2) minimizar el dafo restableciendo la perfusion lo antes posible
(terapias tromboliticas), y 3) neuroproteccion propiamente dicha.

El incremento de las reservas energéticas de las células (por ejemplo con un
suplemento de creatina en el medio de cultivo o la dieta) retrasa la aparicion de la
despolarizacién anodxica y por lo tanto la muerte celular propiamente dicha
(Balestrino y cols., 2002). Por otra parte, la restauracion temprana de la perfusion del
area afectada (terapia trombolitica) se ha demostrado como una terapia
farmacologica efectiva tanto en modelos animales como en ensayos clinicos (NINDS
rt-PA Stroke Study Group, 1995), y la Gnica aprobada para su uso en clinica. Tras un
breve episodio de isquemia, las células son capaces de recuperar la homeostasis
ionica simultdneamente a una recuperacion (al menos parcial) del contenido
energético de las células (Ekholm y cols., 1993). Si la isquemia es lo suficientemente
prolongada, el tratamiento trombolitico no solo no resulta efectivo (Hacke y cols.,
1995), sino que exacerba el dafio por reperfusion (Jenkins y cols., 1981). Por altimo,
la neuroproteccion consiste en impedir o limitar farmacoldgicamente la progresion

de la cascada isquémica en el tejido cerebral una vez que ésta se ha iniciado. Segun
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su mecanismo de accion primario, las estrategias neuroprotectoras se pueden
clasificar en los siguientes grupos (Dorman, 1996):

1- Moduladores del sistema de aminoacidos excitadores.

2- Moduladores del flujo de calcio.

3- Activadores metabolicos.

4- Agentes anti-edema.

5- Inhibidores de la adhesion leucocitaria.

6- Secuestradores de RLs.

7- Promotores de la reparacion de membranas (e inhibidores de su

degradacion).

8- Compuestos con efectos desconocidos.

Debido a la redundancia de vias metabolicas distintas que conducen
finalmente a la muerte celular, la linea a seguir debe pasar necesariamente por el
empleo de firmacos capaces de interferir en puntos clave de varios de los procesos
desencadenados por la isquemia/reperfusion. En el presente trabajo se han elegido

como dianas farmacologicas el sistema del NO, el estrés oxidativo y la inflamacion.

1.4.1- Estrategias relacionadas con el NO.

La modulacion terapéutica de la produccion de NO como tratamiento en
aquellas patologias en las que se ha observado su implicacion, ha generado un interés
creciente en los ultimos anos. Willmot y Bath (2003) han revisado el potencial uso
terapéutico de la modulacion de la produccion de NO en el caso del accidente
cerebrovascular. Asi, se han disefiado estrategias neuroprotectoras tanto basadas en
la estimulacion de NO en la fase aguda administrando el sustrato de la NOS
(Morikawa y cols., 1994; Temiz y cols., 2003) o dadores de NO (Salom y cols.,
2000), como orientadas a la inhibicion selectiva o no de cada una de las isoformas de
la NOS. Frente al efecto deletéreo de la activacion de la nNOS durante la isquemia,
la activacion de la eNOS juega un papel protector manteniendo el nivel regional de
flujo sanguineo (Faraci y Brian, 1994; Lefer y Lefer, 1996). El uso de inhibidores
selectivos de la nNOS ha resultado en neuroproteccion en modelos de isquemia focal

(Yoshida y cols., 1994; Zhang y cols., 1996), mientras que el uso de dosis elevadas

33



Fernando Jesus Pérez Asensio Introduccion

de inhibidores no selectivos de la NOS, que afectan también a la eNOS, resultan en
graves alteraciones del FSC local y en el subsiguiente aumento del tamafo de infarto.
Evidencias en el mismo sentido las proporciona el hecho de que ratones knockout,
deficientes en nNOS, desarrollan menor infarto cerebral que la cepa salvaje (Huang y
cols., 1994), y los cultivos celulares de estos animales son mas resistentes al dafio
ocasionado por glutamato e hipoxia/hipoglucemia (Dawson y cols., 1996).

Existe una gran dependencia temporal para la efectividad del tratamiento de
la isquemia con estrategias farmacoldgicas relacionadas con el NO. Asi, las basadas
en la inhibicion inespecifica de la NOS con N®-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) durante las primeras etapas de la agresion isquémica se han revelado
deletéreas, incrementando el tamafio del infarto, mientras que la inhibicion
inespecifica tardia, 3-6 horas tras el inicio de la oclusion, no afecta ya al tamafio de
infarto (Zhang y cols., 1995) o resulta beneficioso (Ding-Zhou y cols., 2002).

Los mecanismos moleculares implicados en el efecto terapéutico temprano
del NO son complejos. Por un lado, la proteccion vascular estd ligada a sus
propiedades vasodilatadoras y antitromboticas, mecanismos mediados por GMPc,
que mejoran la fluidez de la sangre y ayudan a mantener la perfusion en el area de
penumbra isquémica (Lefer y Lefer, 1996; Utepbergenov y cols., 1998). Por otra
parte, al ser un radical el NO puede reaccionar con EROs y otros RLs, disminuyendo
parcialmente el dafio oxidativo inducido por isquemia (Wink y cols., 1993). También
se ha sugerido que el NO puede interactuar con un sitio especifico del canal o
receptor de NMDA, nitrosilandolo y disminuyendo la uniéon de glutamato y/o
provocando una disminucién del flujo de Ca*" a través del canal (Hoyt y cols., 1992;
Choi y cols., 2000).

De forma tardia tras la isquemia la produccion de NO se debe a la induccion
de la expresion de la iNOS, fundamentalmente a partir de la activacion de astrocitos
reactivos e infiltracion de neutrofilos en el tejido infartado. Esta expresion ha sido
demostrada en el tejido cerebral tras isquemia permanente y transitoria tanto en
roedores (Iadecola y cols., 1995a; Grandati y cols., 1997) como en humanos (Forster
y cols., 1999). Esta isoforma produce grandes cantidades de NO durante largos

periodos y es la isoforma con mayor probabilidad de ser la responsable en los
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mecanismos de dafio tardio tras la isquemia cerebral. Se ha observado que el NO es
capaz de provocar una deplecion rapida del ATP neuronal (Bal-Price y Brown,
2001), por los mecanismos descritos anteriormente, que incluirian la inhibicion de la
generacion de ATP al inhibir el NO y ONOO™ la cadena respiratoria mitocondrial,
alterar la permeabilidad de la membrana mitocondrial e inhibir la glicélisis a nivel de
la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, asi como fomentar el consumo
de ATP al activar la actividad PARP (Zhang y Snyder, 1992; Zhang y cols., 1994a;
Pieper y cols., 1999; Brown and Borutaite, 2002; Stewart y Heales, 2003) resultando
deletérea para la supervivencia celular al exacerbar el dafio tisular.

Asi pues, el empleo de inhibidores de esta isoforma de expresion tardia como
N-(3-(aminometil)-benzil)-acetamidina (1400W; Figura 1.4) podria resultar
beneficioso en el tratamiento de la isquemia cerebral. 1400W es un inhibidor muy
potente y selectivo de la iNOS, al menos 5000 y 200 veces mas potente frente a
INOS humana que frente a eNOS y nNOS, respectivamente (Garvey y cols, 1997).
Frente a otros inhibidores selectivos de iNOS, como las bis-isotioureas de las que
deriva, presenta la ventaja de ser mucho mas selectivo y tener una toxicidad mucho

menor (Garvey y cols., 1994; 1997).

CH,

Hn)\ﬁ/\@/\w,

Figura 1.4: Estructura molecular de 1400W.

1.4.2. Estrategias relacionadas con el estrés oxidativo.

Los antioxidantes son compuestos endogenos o exdgenos que, o bien reducen
la formacién de RLs, o bien reaccionan con ellos para neutralizarlos, protegiendo,
por lo tanto, a la célula del dafio oxidativo. En la tabla 1.1 se recogen algunos
ejemplos de las distintas categorias de sistemas antioxidantes (Delanty y Dichter,

2000).
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Tabla 1.1: Clasificacioén y ejemplos de las sustancias con actividad antioxidante.

Categorias de antioxidantes o secuestradores de RLs.

Enzimas end6genos. SOD, catalasa, GSH-Px

Antioxidantes endogenos (también encontrados ) ) )
) a-tocoferol, acido ascorbico (vit. C)
en la dieta).

Otras sustancias antioxidantes endogenas. 4cido urico, GSH
Cofactores antioxidantes endogenos. Selenio, Coenzima Qg
Precusores y derivados de compuestos y Acetilcisteina, polietilen glicol, superoxido
enzimas antioxidantes endogenos. dismutasa
Quelantes metalicos. Deferoxamina

Flavonoides (Ginkgo biloba), licopeno
Derivados naturales vegetales. o . )
(tomates), Guilingji (hierba medicinal china)

Secuestradores sintéticos de RLs. 21-aminoesteroides, pirrolopirimidinas, ebselén

Compuestos con otro efecto terapéutico o ) o
o o Selegilina, probucol, carvedilol, aspirina,
primario, pero que pueden poseer actividad ) )
magnesio, estatinas
secuestradora de RLs

Los antioxidantes pueden ser solubles en lipidos (ej. vitamina E) o en agua
(vitamina C, GSH), y algunos de ellos, en particular aquellos con una buena
permeabilidad de la BHE, han demostrado ser eficaces en la neuroproteccion, como
por ejemplo las pirrolopirimidinas (Andrus y cols., 1997; Schmid-Elsaesser y cols.,
1997), el coenzima Q;o (Matthews y cols., 1998), etc. Sin embargo, en determinadas
condiciones algunos de estos antioxidantes pueden actuar como prooxidantes (Bowry
y cols., 1992). El GSH, pese a ser el principal antioxidante endégeno, también puede
contribuir al dafio celular por excitotoxicidad tras la salida al exterior de GSH debido
a la activacion de los receptores de NMDA por glutamato (Wallin y cols., 1999),
produciendo la entrada de mas Ca®" al interior de las células mediante receptores
propios (Shaw y Bains, 2002).

Se han empleado, en modelos experimentales y con relativo éxito, distintas

terapias relacionadas con la administracién exdgena de antioxidantes. Una de ellas es
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el tratamiento de la isquemia-reperfusion con SOD y conjugados de SOD con otras
moléculas (Francis y cols., 1997). El mayor problema de las enzimas antioxidantes es
su incapacidad para atravesar la BHE y su corta vida media en el torrente sanguineo.
Sin embargo, la sobreexpresion de esta enzima en ratones los protegié frente a la
agresion isquémica con reperfusion (Yang y cols., 1994; Kamii y cols., 1995). Otras
terapias han consistido en la induccion de la expresion de enzimas antioxidantes
enddgenas mediante el empleo de citoquinas, como TNF e IL-1, que inducen
selectivamente la expresion de mRNA de una de las isoformas de SOD, en concreto
la MnSOD. También se han llevado a cabo ensayos clinicos con moléculas
antioxidantes exogenas, no enzimdticas, como el Tirilazad, un 21-aminoesteroide
administrado durante las 6 horas posteriores al establecimiento de la isquemia. No se
ha encontrado efecto beneficioso a largo plazo (3 meses) frente al control
(RANTTAS investigators, 1996).

Algo similar ocurre con la molécula 2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3(2H)-ona
(ebselén; PZ51), un compuesto selenoorgénico insoluble en agua pero rdpidamente
absorbido por el tracto gastrointestinal, que posee actividad mimética de la GSH-Px
(Miiller y cols., 1984). Su estructura molecular se muestra en la figura 1.5. Posee la
capacidad de inhibir la actividad lipooxigenasa y, por lo tanto, la cascada del acido
araquidonico (Safayhi y cols., 1985). Soluble en lipidos, es efectivo frente a la
peroxidacion lipidica, capaz de reducir hidroperoéxidos de membrana, al contrario
que la GSH-Px end6gena (Maiorino y cols., 1988). También bloquea la produccion
de O;" por los leucocitos activados (Ichikawa y cols., 1987), inhibe a la iNOS
(Hattori, 1994) y es capaz de reaccionar con ONOO™ (Masumoto y Sies, 1996) y
NADPH oxidasa (Cotgreave y cols., 1989). Este compuesto se ha empleado con
éxito en modelos experimentales (Handa y cols., 2000) y ensayos clinicos (Saito y
cols., 1998) de hemorragia subaracnoidea, asi como en modelos de isquemia focal
transitoria en ratas a tiempos cortos de supervivencia (Dawson y cols., 1995;
Takasago y cols., 1997; Imai y cols., 2001; 2003) o isquemias no muy severas
(Namura y cols., 2001). También se ha demostrado efectivo en ensayos clinicos de

infarto cerebral (Yamaguchi y cols., 1998).
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Figura 1.5: Estructura molecular del antioxidante Ebselén.

1.4.3- Estrategias relacionadas con la inflamacion.

Las sPLA;s, especialmente las de tipo II, se expresan constitutivamente en
organos implicados en la respuesta inflamatoria, pero su expresion se ve aumentada
intensamente durante los procesos inflamatorios, acumuldndose en los fluidos
inflamatorios y en el plasma (Vadas y cols., 1985; Masuda y cols., 2005). Muchas
células (endoteliales, células del musculo liso, plaquetas, mastocitos, neutréfilos,
macrofagos y células hepaticas) son capaces de secretar sSPLA, II como respuesta a
citoquinas proinflamatorias, y su expresion génica se ve estimulada por diversos
factores como ésteres de forbol, citoquinas e hipoxia, siendo regulada su expresion
por diversos factores transcripcionales, entre los que se encuentra NF-kB (Niessen y
cols., 2003).

Dentro de los diferentes subtipos de la sSPLA; II se encuentra el tipo IIA,
también conocida como “sPLA, inflamatoria”, debido a que aparece en elevados
niveles en los tejidos inflamados, en el plasma y en otros fluidos extracelulares
(sinovial, peritoneal, seminal, lacrimal, etc) tras un episodio inflamatorio, donde
parece desempenar un importante papel (Nevalainen y cols., 2000). Asi mismo, se ha
observado que la expresion de sPLA; IIA se encuentra incrementada tras la isquemia
cerebral (Lauritzen y cols., 1994). Los inductores mas potentes de la expresion de
esta isoforma incluyen citoquinas proinflamatorias (IL-la, IL-1B8, TNFa) y
endotoxinas (lipopolisacarido) (Hamaguchi y cols., 2003).

Varias lineas de evidencia apuntan a las sSPLA,s como factores involucrados

en la fisiopatologia del cerebro isquémico:
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1- Se ha observado la acumulacion de acidos grasos libres en el cerebro tras
procesos patologicos como hipoxia, dafios traumaticos e isquemia cerebral
(Dhillon y cols., 1999).

2- sPLA,-IIA y IB inducen la muerte celular en neuronas y glia en cultivo
(Kolko y cols., 2002; Yagami y cols., 2002a; 2002b ).

3- Las sPLAjs se expresan después de la isquemia tanto en neuronas como en la
glia reactiva (Lauritzen y cols., 1994).

4- El incremento en la [Ca*"]; debido a la isquemia tiene como consecuencia la
activacion de las distintas isoformas de la fosfolipasa A,, que actiian en la
membrana alterando su estructura y liberando &cidos grasos libres (Farooqui
y cols., 1997b). Si la [Ca®"]; se mantiene elevada durante el tiempo suficiente
se produce la induccion de la isoforma de secrecion, que contribuye a
aumentar aun mas la acumulacion de &cidos grasos liberados de la membrana
(Fitzpatrick y Soberman, 2001). Esta alteracion de la membrana permite la
salida al compartimento extracelular de los constituyentes intracelulares,
entre los que se encuentran los aminodcidos excitadores como glutamato y
aspartato. La inhibicion de las PLA;s provoca una reduccion de su liberacion,
asi como de acidos grasos (Phillis y O’Regan, 1996; 2003; Pilitsis y cols.,
2002).

Las evidencias presentadas hasta ahora sugieren la posible utilidad de los
inhibidores de las sPLA;s para reducir el dafio inducido por isquemia-reperfusion,
atenuando la degradacion de los fosfolipidos de membrana, la acumulacion de acidos
grasos libres en el tejido y la liberacion de sustancias bioactivas deletéreas para el
tejido. La mayoria de los inhibidores de las sPLA3s no se han probado en modelos de
inflamaciéon del SNC y se desconoce de muchos su mecanismo de accion, vida
media, toxicidad, etc.

Algunos productos aislados de organismos marinos (p.ej. la esponja
Cacospongia mollior) se han mostrado como potentes inhibidores de las sPLAs,
como por ejemplo manoalido, pseudopterosinas, vidaloles, scalaradial y algunos
terpenoides (Potts y cols., 1992). En concreto, el scalaradial y su analogo 12-epi-

scalaradial, fueron caracterizados como potentes y selectivos inhibidores de las
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sPLA;s de 14 kDa (De Carvalho y Jacobs, 1991), con actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema de piel (oreja) inducido por distintos agentes (Glaser y cols.,
1995). Otras investigaciones adicionales han demostrado su capacidad para disminuir
la liberacion de mediadores inflamatorios como AA, leukotrieno B4 (LTB4) y PAF,
asi como para inhibir la degranulacion de neutrofilos humanos (Barnette y cols.,
1994; Marshall y cols., 1994). Desde entonces, el 12-epi-scalaradial se ha convertido
en una valiosa herramienta para estudiar el papel de las sPLA;s, especialmente en la
iniciacion y/o propagacion de episodios inflamatorios en una amplia variedad de
modelos (McCord y cols., 1994; Paya y cols., 1996; Winkler y cols., 1997;
Thommesen y cols., 1998), pero no hay evidencias respecto a su efectividad en
modelos de inflamacién inducida por la isquemia cerebral. La estructura molecular

del 12-epi-scalaradial se muestra en la figura 1.6.

A
CH 8]
3 CH, ,CHO
CHO
HaC
CHa
HiC™ "CHa

Figura 1.6: Estructura molecular de 12-epi-scalaradial.
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El objetivo genérico del presente trabajo es evaluar el potencial terapéutico de

determinadas sustancias capaces de interferir sobre tres de los principales

mecanismos fisiopatologicos implicados en el dafio cerebral producido por

isquemia/reperfusion: NO, estrés oxidativo e inflamacion. Ahora bien, dada la

importancia que el modelo experimental utilizado tiene en este tipo de

investigaciones, previamente a los estudios sobre neuroproteccion se realizard la

caracterizacion del modelo de isquemia cerebral a utilizar en esta investigacion. Los

objetivos pormenorizados son:

1-

Caracterizar el modelo de isquemia cerebral focal transitoria en rata, inducida
por oclusion de la ACM mediante la “técnica de la sutura intraluminal”. Para
ello se monitorizaran los siguientes parametros: PCC por laser-Doppler en un
area de penumbra isquémica, PAS, presiones parciales de oxigeno (pO;) y
dioxido de carbono (pCO,), pH y glucemia en sangre arterial. Finalmente se
determinard la valoracion neurologica y el tamano de infarto cerebral

resultante.

Evaluar la hipotesis de que el NO producido por la iNOS tras la isquemia
origina el descenso tardio en los niveles de ATP, lo cual, a su vez, provoca la
liberacién tardia de glutamato. Esta secuencia podria contribuir a la
progresion del infarto, y por lo tanto su inhibicidon podria resultar beneficiosa
en el tratamiento de la isquemia cerebral. Para evaluar dicha hipotesis se

utilizara el inhibidor de iNOS, 1400W.

Evaluar la hipdtesis de que la isquemia cerebral elimina la actividad glutation
peroxidasa y reduce, consiguientemente, la capacidad antioxidante endogena.
Por lo tanto, la recuperacion de la actividad peroxidasa mediante la
administracion de farmacos que mimetizan su actividad (antioxidantes),
podria tener efectos beneficiosos sobre el dafio cerebral isquémico. Para

evaluar dicha hipotesis se utilizara el antioxidante seleno-organico, ebselén.
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4- Evaluar la hipotesis de que las sPLA;s estan implicadas en la fisiopatologia
del dafio cerebral isquémico por su participacion en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria, y por lo tanto su inhibicién podria tener efectos
neuroprotectores. Para evaluar dicha hipotesis se utilizara el inhibidor de las

sPLA;s, 12-epi-scalaradial.
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Todos los animales utilizados en el presente estudio son ratas macho albinas
de la raza Wistar y 300-350 g de peso, alimentadas con una dieta estandar (dieta de
cria A03, Panlab S.L.) y estabuladas en condiciones de luz/oscuridad en ciclos de 12
h de duracién. Los procedimientos de experimentaciéon animal se realizaron de
conformidad con la legislacion espafiola sobre “Proteccion de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos” (Real Decreto 223/88 de 14 de
marzo), y de acuerdo con la directiva comunitaria 86/609/CEE del Consejo de 24 de
noviembre. Los protocolos experimentales utilizados han sido aprobados por el

comité ético del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia.

3.1- REGISTRO DE LA PERFUSION CEREBROCORTICAL Y OTROS
PARAMETROS HEMODINAMICOS Y METABOLICOS EN LA RATA.
3.1.1- Técnica quirurgica.

La preparacion del animal para el experimento se lleva a cabo en dos dias. En
el primer dia, el animal se anestesia mediante inyeccion intramuscular de una mezcla
de clorhidrato de ketamina (Ketolar®, Parke-Davis S.L.) (75 mg/Kg), diazepam
(Valium® 10, Roche Farma S.A.) (7.5 mg/Kg) y sulfato de atropina (Atropina Braun,
Braun Medical S.A.) (0.15 mg/Kg). La rata se coloca en decubito prono en un
aparato estereotdxico (Kopf® Instruments, mod. 900), utilizando soportes
intraauriculares y para la mandibula superior. A continuacion se realiza una incision
longitudinal en la linea media de la cabeza, se separa la piel y el periostio y se
expone el craneo. Con la ayuda de un microscopio quirurgico se realizan uno o dos
trépanos (segin se pretenda medir la perfusion cerebrocortical de uno o de ambos
hemisferios) de 1 mm de didmetro a 2 mm de Bregma en direccion caudal y a 3.5
mm a derecha e izquierda de la sutura sagital (Figura 3.1), profundizando hasta
alcanzar la duramadre pero sin llegar a perforarla. Se realizan también otros dos
trépanos de 0.8 mm de didmetro, sin llegar a perforar completamente el hueso: en el
caso de la preparacion doble uno situado a 3.5 mm a la derecha de la sutura sagital y
a 4.5 mm posterior a la sutura coronal, y otro a 2.5 mm a la izquierda de la sutura
parietal y a 2.5 mm anterior a la sutura coronal; en el caso de la preparacion sencilla,

un trépano situado a 3.5 mm a la derecha de la sutura sagital y a 4.5 mm posterior a
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la sutura coronal, y otro situado a 1 mm a la derecha de la sutura sagital y 2 mm
posterior a bregma. En cada uno de estos dos trépanos se enrosca un minitornillo de
acero inoxidable. A continuacion se colocan en cada uno de los trépanos de 1 mm de
diametro un cono de aguja de 21G cortada y limada, divergiendo 10° con la vertical
(20° entre si) en el caso de la preparacion doble y 0° en la sencilla, y que serviran
posteriormente de guia para las sondas laser-Doppler. Estos conos se fijan al craneo
con cemento dental, aprovechando el anclaje al mismo que ofrecen los tornillos.
Posteriormente se sutura la herida. Tras la intervencion se recupera al animal de la
anestesia y se estabula en condiciones de ayuno con libre acceso al agua hasta el dia

siguiente.

Figura 3.1: Localizacion de los soportes de las sondas LDF y tornillos de fijacion. Preparacion doble
(izqda) y sencilla (dcha). LDFi/LDFc: soportes para las sondas laser-Doppler ipsi- y contralateral; T:

tornillos de fijacion.

La figura 3.2 muestra la localizacion de la sonda LDF sobre la corteza

cerebral en la preparacion sencilla.
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Figura 3.2: Vista esquematica dorsal del cerebro de rata y la localizacion de la sonda LDF sobre la

corteza cerebral derecha (ipsilateral a la oclusion).

En el segundo dia, el animal se anestesia con una inyeccion intramuscular de
clorhidrato de ketamina (120 mg/Kg) y sulfato de atropina (0.3 mg/Kg) para permitir
su intubacion orotraqueal con una canula de 16G. Una vez intubado, se alojan las
sondas laser-Doppler de fibra 6ptica (mod. MT B500-0 L 120, Perimed AB) en las
respectivas guias, avanzando su extremo hasta establecer contacto suave con la
corteza cerebral. El animal se coloca en posicion de dectbito supino, fijado a la mesa
de trabajo y conectado a un respirador (Harvard Rodent Ventilator mod. 683). La
anestesia se mantiene con una mezcla de halotano (Fluothane, Zeneca Farma S.A.)
0.5 - 0.75% en N,O y O, (70:30, respectivamente), un volumen de 2.5 mL por pulso
y una frecuencia inicial de 55-60 pulsos/minuto. La proporcion de gases, volumen y
frecuencia son modificados en funcion de los requerimientos del animal.

La temperatura corporal se mantiene a 37.5 °C durante todo el experimento
mediante una manta calefactora y una sonda rectal (Yellow Springs Instrument mod.
YSI 402) conectada a un medidor de temperatura (Letica mod. HB101/2) dotado de
un sistema termostatizado.

Para el registro de la presion arterial sistémica y toma de muestras de sangre
se introduce un catéter de 0.9 mm de didmetro externo (Vasocan® Brauniile®, Braun

Medical S.A.) en la arteria femoral izquierda.
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3.1.2- Técnicas de registro y medicion de variables fisiologicas.

El registro de la perfusion cerebrocortical se lleva a cabo conectando la sonda
laser-Doppler (Probe 418, Perimed AB) a un medidor laser-Doppler (Periflux 4001
Master, Perimed AB).

La presion arterial y la frecuencia cardiaca se registran conectando el catéter
introducido en la arteria femoral a un transductor de presion (Hewlett-Packard
Medical Products Group, mod. 1290C) a través de una cupula estéril (Hewlett-
Packard Medical Products Group, mod. 1295C), y éste a una unidad de registro de
presion arterial (Stoelting mod. 1 canal).

Las sefiales de presion arterial, frecuencia cardiaca, perfusion cerebrocortical
y temperatura corporal, son digitalizadas (PF 472, Perimed AB) y enviadas a un
ordenador equipado con un programa de adquisicion y almacenamiento de datos
(Perisoft v5.10, Perimed AB).

Por otro lado, se realiza una monitorizacion discontinua de las presiones
parciales de oxigeno (pO;), diéxido de carbono (pCO,) y pH en las muestras de
sangre arterial con un analizador de gases (ABL™S5, Radiometer Medical A/S).
También se monitoriza la glucemia (Glucometer Elite®, Quimica Farmacéutica
Bayer). Las muestras (0.2 mL) son tomadas tras introducir el catéter en la arteria

femoral (control), instantes antes de realizar la oclusion y a los 45, 90 y 120 minutos.

3.2- INDUCCION DE ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL TRANSITORIA EN
RATA.
La oclusion de la ACM se lleva a cabo mediante la “técnica del filamento

intraluminal” (Zea Longa y cols., 1989), esquematizada en la figura 3.3.
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Figura 3.3: Anatomia vascular de la zona ventral derecha del cuello y de la base del encéfalo de la

rata, mostrando la secuencia quirurgica para la introduccion de la sutura intraluminal. La linea

discontinua delimita el campo quirurgico.

1-

Arteria basilar (AB); arteria cardtida comin (ACC); arteria carotida externa (ACE); arteria
carotida interna (ACI); arteria cerebral media (ACM); arteria occipital (AQ); arteria
pteriogopalatina (APP); arteria tiroidea superior (ATS); poligono de Willis (PW).
Termocoagulacion y seccion de las ramas de la ACE; ligadura y seccion de la ACE;
colocacion de clips microvasculares para impedir el aporte sanguineo y realizacion de una
incision (incision) en la ACE.

Retirada de los clips microvasculares e introduccién de la sutura de nilén con la cabeza

redondeada hasta la base de la ACM en el poligono de Willis.

La exposicion de la arteria carotida comtn derecha se lleva a cabo mediante

una incision longitudinal en la linea media ventral del cuello y posterior separacion

por diseccion roma de las glandulas submaxilares y los musculos omohioideo y

esterno

hioideo. Seguidamente se disecan las arterias cardtidas comin y cardtida

externa. A continuacion se disecan y termocoagulan las dos primeras ramas de la

cardtida externa: la arteria tiroidea superior y la arteria occipital. Por encima de estas
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ramificaciones se colocan dos ligaduras y se corta la arteria cardtida externa entre
ambas, dejando un mufién. Se diseca la arteria cardtida interna, separandola del
nervio vago y del cuerpo carotideo, hasta visualizar la bifurcaciéon donde surge la
arteria pterigopalatina. Esta ultima se liga en su parte distal. El siguiente paso es
interrumpir momentaneamente el flujo sanguineo en la arteria carotida interna para
introducir el filamento que ocluird posteriormente la ACM. Para ello se colocan dos
clips microvasculares: uno sobre la arteria cardtida comlin y otro sobre la arteria
cardtida interna. A continuacion se realiza una pequefia incision en el extremo distal
del mufion de la arteria carotida externa y se introduce un filamento de nilon (4/0)
con la punta redondeada, comprobando que se encuentra en la luz de la arteria y
colocando una ligadura para impedir que sangre por la incision al retirar los clips.
Llegados a este punto, se retiran los clips, permitiendo la circulacion de la sangre. La
oclusion de la ACM se lleva a cabo avanzando el filamento hasta su origen en el
poligono de Willis. La colocacion 6ptima del filamento se pone de manifiesto por el
descenso brusco en la perfusion cerebrocortical registrada con la sonda laser-

Doppler.

3.3- EVALUACION DEL ESTADO NEUROLOGICO.

La evaluacion de la afectacion neuroldgica se llevo a cabo aplicando al
animal objeto de estudio un test que permite cuantificar (de 0 a 9, siendo 0 la
ausencia de afectacion neuroldgica y 9 la maxima) el grado de deterioro neuroldgico.
El test se basa en la observacion de las siguientes respuestas tras sacar al animal de la
caja donde se encuentra estabulado:

- Desplazamiento/exploraciéon: 0.- Normal, 1.- Desplazamiento sin
exploracion; 2.- Desplazamiento solo al estimular o no se desplaza en
absoluto.

- Deriva a la izquierda: 0.- Nunca; 1.- Al elevar por la cola (hacia adelante y
hacia atrés); 2.- Espontaneamente; 3.- “Peonza” (giro sin desplazamiento).

- Sujecion de la pata delantera izquierda: 0.- No permite; 1.- Permite con

resistencia; 2.- No opone resistencia.
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- Reflejo paracaidas (extension de las patas delanteras al simular una caida
libre, manteniendo al animal sujeto por la cola): 0.- Simétrico; 1.- Asimétrico;

2.- Pata izquierda retraida hacia el cuerpo.

3.4- EVALUACION DEL TAMANO DE INFARTO CEREBRAL.

El infarto cerebral se determindé con el método del cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (“TTC”; Sigma) para la tincién de tejido fresco (Bederson y cols.,
1986). Este compuesto es un substrato para las cadenas redox de las mitocondrias:
aquellas que no han resultado afectadas por la isquemia reaccionan con el TTC
dando una coloracién roja en el tejido.

El animal se anestesia con éter etilico en una campana y se sacrifica mediante
inyeccion intracardiaca de una solucion de cloruro potasico (Antibidticos Farma,
S.A.) (75 mg/Kg). A continuacion se extrae rapidamente el cerebro y se sumerge en
solucién salina fisiologica fria (4° C) durante 5 minutos, para ser cortado
seguidamente en secciones coronales de 2 mm de grosor con un cortador de tejido
(Stoelting tissue slicer mod. 51425). Seguidamente, los cortes de cerebro se incuban
durante 10 minutos a 37 °C en una solucion de TTC al 2% en salino fisiologico, tras
lo cual se fijan en una solucién de formaldehido al 10% en tampdn fosfato sodico
(0.1 M, pH 7.4) durante 24 horas. Para la evaluacion del tamafio de infarto cerebral
se empled un programa de andlisis de imagen por ordenador (Scion Image®© v4.02,
Scion Corporation). El area de infarto en cada seccién (en mm?) se obtuvo por
sustraccion del area no danada del hemisferio ipsilateral al area total del hemisferio
contralateral. El volumen (expresado en mm®) del infarto se obtuvo multiplicando el
area obtenida por el grosor de cada una de las secciones y sumando el resultado de

todas ellas.
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3.5- DETERMINACIONES INMUNOHISTOQUIMICAS, ENZIMATICAS Y
BIOQUIMICAS.

3.5.1- Determinacion bioquimica de MPO: perfusion transcardiaca y ensayo de
actividad enzimatica.

Para determinar la infiltracion leucocitaria se utiliz6 como marcador la
presencia del enzima MPO, presente en los neutrofilos activados. La expresion de
esta proteina se puso de manifiesto tanto por inmunohistoquimica como ensayando
su actividad enzimatica en el tejido. Barone y cols. (1991) confirmaron,
histolégicamente y mediante ensayo de la actividad MPO, la infiltracién de los
leucocitos polimorfonucleares tras la isquemia focal. Matsuo y cols. (1994) hallaron
una correlacion positiva entre la acumulacion de neutréfilos y el dafio isquémico, con
un pico de expresion a las 24 horas tras la reperfusion, volviendo a niveles normales
a los 7 dias.

Los animales destinados para determinar la extension de la infiltracion
leucocitaria mediante cuantificacion de la actividad MPO en el tejido, son
prefundidos a través de la arteria aorta con 60 mL de una solucion salina isotonica
heparinizada primero y 120 mL sin heparinizar después, a un ritmo de 10 mL/min.
Para ello se accede al corazon rapidamente, abriendo la caja toracica completamente,
y se introduce un catéter a través del ventriculo izquierdo hasta la arteria aorta, donde
se asegura con una ligadura. Para drenar la sangre se realiza una incision en la
auricula derecha. El cerebro es extraido y cortado en secciones de 2 mm tal y como
se ha descrito anteriormente. Los hemisferios de la seccion nimero 3 desde el polo
apical, correspondiente a los mm 6 a 8, son separados y congelados en nitrogeno
liquido y almacenados a —80°C hasta su posterior utilizacion. El resto de secciones
son incubadas en TTC y postfijadas para la posterior determinacion del tamafio de
infarto.

Para la determinacion de la actividad MPO en los hemisferios infartado y

sano en las secciones congeladas, se puso a punto el siguiente protocolo:
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1- Descongelar las muestras en hielo y pesar el tejido.

2- Homogeneizar en 2 mL de tamp6n Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 a 4°C, durante 30 segundos con
un homogenizador de cuchillas (Ultra-Turrax® T8, IKA-WERKE GMBH & CO).
Completar hasta 3 mL con el mismo tampdn.

3- Tomar 1 mL y afiadirle 30 mL de tampon fosfato (PB) 5 mM, pH 6.0 a 4 °C en un tubo de
ultracentrifuga (Polyallomer centrifuge tubes, Becman Coulter Espafia, S.A.). El resto de
muestra (2 mL) se puede guardar congelado (-80°C) para posteriores determinaciones.

4-  Centrifugar a 30.000 g durante 30 minutos a 4°C (Beckman Optima™ L-80, Beckman
Coulter Espatia, S.A.).

5- Resuspender el sedimento en 1 mL de PB 50 mM con bromuro de hexadecil trimetil
amonio (HTAB; Sigma) 0.5%, pH 6.0 a 25°C, durante aproximadamente 2 minutos.

6- Tres ciclos de congelacion (en hielo seco), descongelacion y sonicacion (10 segundos a
25°C). Las muestras se pueden guardar congeladas hasta el dia siguiente tras la tltima
sonicacion.

7- Incubar durante 20 minutos a 4°C.

8- Centrifugar a 15.000 g durante 15 minutos a 4°C (Eppendorf Centrifuge mod. 5417R,
Hucoa-Erloss).

9- Ensayar la actividad MPO en el sobrenadante: variacion de la absorbancia a 460 nm durante
2-3 minutos. El medio de reaccion contiene o-dianisidina (Sigma) 0.167 mg/mL en tampdon
fosfato 0.05 M pH 6.0 y H,O, 0.0005%. Anadir el H,O,, agitar y empezar a medir

rapidamente.

La variacion de absorbancia con el tiempo (AA/At) se midid en un
espectrofotometro  (Shimadzu UV-Visible Spectrophotometer UV240), en
condiciones saturantes de sustrato (V max.). Para determinar la cantidad de MPO en
las muestras, se realizd una curva patron con MPO comercial (Sigma). La

preparacion de la curva patron y de las muestras se resume en la tabla 3.1:

Tabla 3.1: Curva patréon y muestra para determinacion de actividad MPO.

Curva patron
Uds MPO 0 0.002 0.005 0.01 0.02 0.05
MPO (2 ud/mL) 0 1l 2.5 ul S5ul 10 pl 25 ul

o-dianisidina

666 pl 666 pl 666 nl 666 pl 666 pl 666 nl
0.251 mg/mL : " H : " H

PB50mM | 333ul | 332ul |330.5ul | 328pul | 323pul | 308pl

H,0,a10.12% | 835pul | 835ul | 8.35ul | 835ul | 835ul | 835ul
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3.5.2- Determinacion inmunohistoquimica de MPO.

Los animales destinados a la deteccion inmunohistoquimica de MPO fueron
perfundidos a través de la arteria aorta, primero con salino heparinizado seguido de
una solucion de paraformaldehido al 4% en PB 0.1 M, pH 7.4. El cerebro fue
extraido, cortado en secciones coronales de 2 mm de grosor, y las secciones
postfijadas con el mismo fijador durante 2 horas e incluidas en un medio de inclusién
parafinico (Poliwax, Difco Laboratories). Seguidamente fueron cortadas en secciones
de 10 um de grosor con un microtomo (MICROM mod. HM440E) y adheridas con
gelatina-alumbre de cromo a portaobjetos.

Para la deteccion del enzima MPO en estas secciones se emple6 un
anticuerpo primario policlonal desarrollado en conejo frente a la MPO humana, un
anticuerpo secundario biotinilado frente al primario y el complejo AB (ABC), todo

adquirido a DakoCytomation S.A., y se puso a punto el siguiente protocolo:

1) DESPARAFINAR E HIDRATAR LAS SECCIONES.

2) INMUNOTINCION.
1- Lavar con PB 0.1 M durante 10 minutos.
2- Lavar con PB salino 0.01 M (PBS; NaCl al 0.9%, p/v) durante 10 minutos.
3- Bloqueo de la actividad peroxidasa enddgena durante 10 minutos. La solucion de bloqueo
contiene metanol al 10% (v/v) y H,O, al 1% (v/v), en PBS.
4- Tres lavados de 5 minutos en PBS con Triton X-100 al 0.1% (v/v) (PBS-T).
5- Bloqueo de uniones inespecificas durante 30-45 minutos. La solucion de bloqueo contiene
suero normal de cabra (NGS) al 10% (v/v), gelatina al 0.2% (p/v) y leche en polvo al 1%
(p/v), en PBS-T.
6- Incubar con el anticuerpo primario frente a MPO (directamente, sin lavados; sélo decantar
la solucién de bloqueo inespecifico). Incubar toda la noche y a temperatura ambiente. La
solucion de incubacion contiene NGS al 5% (v/v), gelatina al 0.2% (p/v) y el anticuerpo frente
a MPO humana (“rabbit anti-human myeloperoxidase”, dilucion 1:500), en PBS-T.
7- Tres lavados de 5 minutos con PBS.
8- Lavar con PBS-T durante 10 minutos.
9- Incubar con el anticuerpo secundario (“goat anti-rabbit” biotinilado) durante 1 hora. La
solucion de incubacion contiene NGS al 5% (v/v), gelatina al 0.2% (p/v) y el anticuerpo
secundario (dilucién 1:300), en PBS-T.

10- Tres lavados de 5 minutos con PBS.

56



Fernando Jesus Pérez Asensio Material y Métodos

11- Lavar con PBS-T durante 10 minutos.

12- Incubar con ABC durante 1 hora. La solucion de incubacion contiene el componente A
(1:100) y B (1:100), en PBS-T. Preparar al menos 30 minutos antes de usar. Guardar en
nevera. Los lavados y la incubacion hay que realizarlos en ausencia total de azida sodica
(NaNj3).

13- Tres lavados de 5 minutos con PBS.

14- Revelado de la peroxidasa del ABC con 3,3’-diaminobenzidina 0.05% (p/v), H,O, al
0.0132% en PBS. Afadir el H,O, justo antes de iniciar la reaccion. El revelado se hace en
oscuridad, evitando fuentes de luz. Controlar visualmente el desarrollo de la reaccion. El
precipitado aparece de color marron oscuro.

15- Parar la reaccion con PBS.

A continuacion se deshidratan y se montan con Entellan (Merck).

Los pasos 1 a 4, lavados y revelado, se realizan en cubetas. Las incubaciones
con anticuerpo o bloqueo de uniones inespecificas, en camara htimeda.

Las preparaciones se observaron al microscopio Optico (mod. BXS50,
Olympus Optical Espafia S.A.), equipado con camara fotografica (mod. SC35,
Olympus Optical Espafia S.A.).

3.5.3- Determinacion de Se en plasma sanguineo.

La determinacién de selenio en plasma fué llevada a cabo en colaboracion
con el Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica (Area de Bromatologia
y Nutricién) de la Universitat de Valéncia. Tras la administracion oral de ebselén y
sedacion con éter, se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca en los
siguientes intervalos de tiempo: 1, 2, 3, 4, 24, 72 y 144 horas tras el bolo oral. Las
muestras fueron inmediatamente centrifugadas (Biofugue pico, Heraeus S.A.) y se
guardo el plasma congelado a —20 °C hasta el momento de realizar la determinacion.
El selenio fue medido mediante espectrometria de absorcioén electrotérmica (ET-
AAS1100B, Perkin Elmer Espafia, S.L.), con correccion de deuterio, tras la adicion
de Pd/Mg(NO3), como matriz modificada y una dilucién apropiada (Alegria y cols.,
1996). La exactitud del método fue comprobada utilizando material de referencia

(Seronorm Trace Elements Serum Level 1, Sero A/S).
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3.5.4- Determinacion de la actividad GSH-Px en tejido cerebral.

La determinacion de la actividad GSH-Px y de la concentracion de GSH en
tejido cerebral sano e infartado fueron llevadas a cabo en colaboraciéon con el
Departamento de Fisiologia de la Universitat de Valéncia. Las ratas fueron
sacrificadas mediante inyeccion intracardiaca de KCl (75 mg/Kg) bajo anestesia
profunda con éter. El cerebro fue rdpidamente extraido y cortado en secciones
coronales de 2 mm. La seccion correspondiente a los mm 6 a 8 desde el polo anterior
fue dividida en sus dos hemisferios y €éstos congelados rapidamente en N, liquido y
almacenados a —80°C hasta el momento de realizar la determinacion. Las muestras de
tejido fueron homogenizadas en acido perclorico al 2% conteniendo EDTA 1 mM y
centrifugadas a 105.000 g durante 1 h. La actividad GSH-Px frente a peréxido de
hidrogeno se midid en el sobrenadante neutralizado, siguiendo el método descrito por
Lawrence y Burk (1976). Brevemente, el método combina la actividad de las
enzimas GSH-Px y GSSG reductasa, determinando espectrofotométricamente la
desaparicion de NADPH como se muestra en la serie de reacciones mostrada a
continuacion.

GSH-Px
2 H,0, +2 GSH > 2 H,O+ GSSG

GSSG Reductasa
GSSG + NADPH + H" > 2 GSH + NADP"

La desaparicion de NADPH se monitorizé a 340 nm de longitud de onda.

3.5.5- Determinacion de GSH en tejido cerebral.

Para la determinacion del contenido en GSH se emple6 el método en HPLC
de Reed y cols. (1980). Las muestras de tejido fueron homogenizadas en &cido
perclorico al 2% conteniendo EDTA 1 mM. Se trataron 0.2 mL de sobrenadante de la
muestra tras la centrifugacion (9.000 g durante 10 min) con 0.04 mL de &cido
iodoacético 100 mM, ajustando el pH a 8.5-9 con KOH 2 M y permitiendo que
reaccione durante toda la noche a temperatura ambiente con un exceso de 1-fluoro-

2,4-dinitrobenzeno. Tras la centrifugacion, el sobrenadante fue separado a través de
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una columna de 5 pum 3-Spherisorb-NH2, 250 x 4.6 mm con un incremento de
gradiente de acetato sodico en metanol:agua (4:1, v/v). Las curvas de calibracion se
hicieron diariamente. El contenido en proteinas se determind con el método de

Lowry y colaboradores (1951).

3.5.6- Determinacion de L-arginina y L-glutamato en microdializado cerebral y
suero.

El implante de la cdnula de la sonda de microdialisis se realiz6 utilizando una
variacion del esquema mostrado en la figura 3.1, empleando una sola sonda laser-
Doppler inclinada 15° en sentido caudal y desplazada ligeramente segiin se muestra
en la figura 3.4. Para el implante de la guia de la sonda de microdialisis, se realiza
un trépano de 1 mm de didmetro 1 mm anterior a bregma y 3 mm a la derecha de la
sutura media. A través de este trépano y tras haber retirado todo el hueso y abierto
una pequefia incision en la duramadre, con la ayuda de un aparato estereotaxico
(Kopf® Instruments mod. 900) se introduce la guia de la sonda de microdialisis
(CMA/12 Guide Canulae, CMA Microdialysis AB) 4.3 mm a través de la corteza
cerebral hasta alcanzar el estriado. La guia para la sonda de microdidlisis se hace
solidaria con la canula de soporte de la sonda LDF y los tornillos con cemento

dental.

Figura 3.4: Localizacion de los soportes de las sondas LDF, sonda de microdialisis y tornillos de
fijacion. LDF: soporte para la sonda laser-Doppler ipsilateral a la oclusion; T: tornillos de fijacion; M:

guia de la sonda de microdidlisis.
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Al dia siguiente se coloco la sonda de microdidlisis (CMA/12, CMA
Microdialysis AB) en la guia y se perfundié con una bomba de infusion (Hardvard
Apparatus mod. PHD 2000) a través de ella liquido cefalorraquideo (LCR), a una
velocidad de 1 pL/h, compuesto por: NaCl 125 mmol/L, KCI1 2.5 mmol/L, Cl,Mg
1.18 mmol/L, CaCl, 1.26 mmol/L, NaH,PO4 0.5 mmol/L y Na,HPO, 5mmol/L. El
microdializado se recogio en tubos eppendorf a los tiempos previstos en el protocolo
experimental (basal y 3-4, 5-6 horas tras el inicio de la isquemia) y se almacend a —
40°C hasta la determinacion.

Las muestras de suero se obtuvieron a partir del catéter implantado en la
arteria femoral durante la intervencion quirdargica para la induccion de la isquemia, a
0, 1 y 2 horas tras el inicio de la isquemia, y posteriormente recogiendo el sangrado
obtenido tras inmovilizar al animal y seccionar el extremo de la cola al resto de los
tiempos previstos en el protocolo experimental (4, 6, 24, 48 y 72 horas). La sangre se
dejé coagular (45-60 min) y se recogiod el suero tras centrifugarla (9.500 g durante 6
min)(Biofugue Pico, Heraeus S.A.).

Las determinaciones de L-arginina y L-glutamato se llevaron a cabo en
colaboracion con el Servicio de Neurologia del Hospital Clinico Universitario de
Santiago de Compostela. Brevemente, a 500 pL de muestra se le anadieron 250 uL
de acido sulfosalicilico para desproteinizarla. Tras centrifugar y filtrar a través de una
membrana de 0.22 um de diametro de poro, se recogié el sobrenadante y se le anadio
una solucién de norleucina 1.66 pmol/L a un ratio de 5:1 como control interno. 200
uL de esta solucion se inyectaron en una columna de intercambio catidnico
(LKB/4151 Alpha Plus autoanalyzer, Amersham Biosciences Europe) y el eluyente

se mezcld con ninhidrina para determinar la concentracion de cada aminoécido.

3.5.7- Expresion de iNOS en tejido cerebral: (Western-blot).

Las determinaciones de iNOS en el tejido cerebral sano e infartado fueron
llevadas a cabo en colaboracion con el Departamento de Farmacologia de la
Universidad Complutense de Madrid. Las ratas fueron sacrificadas mediante una
inyeccion intracardiaca de KCl (75 mg/Kg) bajo anestesia profunda con éter. El

cerebro fue rédpidamente extraido y cortado en secciones coronales de 2 mm. La
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seccion correspondiente a los mm 6 a 8 desde el polo anterior fue dividida en sus dos
hemisferios y a su vez separada la corteza de las estructuras subcorticales, tal y como
se muestra en la figura 3.5. Las cuatro muestras por rata fueron congeladas

rapidamente en N, liquido y almacenadas a —80°C hasta la determinacion.

Figura 3.5: Representacion esquematica de la seccion cerebral correspondiente a los mm 6 a 8 desde
el polo anterior (A). El area de mayor probabilidad de lesion isquémica aparece en rojo. Muestras

correspondientes a la corteza (B) y a las estructuras subcorticales (C), una vez separadas.

Cada muestra fue homogenizada en 400 pl de tampoén de homogeneizacion
compuesto por: sacarosa 320 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, leupeptina 10
pg/mL, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (100 pg/mL), inhibidor de tripsina 10 pg/mL,
aprotinina 2 ug/mL y Tris Base 50 mM, ajustado a pH 7.0 a 20°C con HCI. El
homogenizado se centrifugd a 12.000 g a 4°C durante 20 minutos y se descarto el
sedimento. Se determiné la concentracion de proteina en el sobrenadante mediante el
método del acido bicinconinico (Hill y Straka, 1988). A continuaciéon se ajusto la
proteina del sobrenadante a una concentracion de 2 mg/mL en todas las muestras, se
cargo6 una muestra del sobrenadante (10 pug de proteina) y se separaron las proteinas
por peso molecular mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%
(50 mA). Los geles se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilidina
(Millipore) e incubados con un anticuerpo policlonal especifico para iNOS (Santa

Cruz; dilucion  1:1000). EI revelado se realizO con wun kit de
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enzimoquimioluminiscencia (ECL™-kit, Amersham Biosciences Europe), siguiendo

las instrucciones del fabricante.

3.5.8- Determinacion de ATP en tejido cerebral.

Las determinaciones de los niveles de ATP en el tejido cerebral sano e
infartado fueron llevadas a cabo en colaboracion con el Departamento de
Farmacologia de la Universidad Complutense de Madrid. Las ratas fueron
decapitadas tras sedacion profunda con éter etilico y las cabezas congeladas en
nitrogeno liquido. Una vez congeladas, se extrajeron los cerebros y se guardaron a —
80°C hasta su procesado y determinacion (De Cristobal y cols., 2001). Brevemente,
se separaron la corteza y el estriado y ambos fueron homogenizados en un medio
compuesto por acido tricloroacético al 0.3% (p/v) y EDTA 1 mM. El homogenado
fue centrifugado a 10.000 g durante 3 min y el sobrenadante mezclado con tampdon
Tris-acetato pH 7.75 a una proporcion 1:1. Finalmente, se le afiadid luciferin-
luciferasa (concentracion final de 1.5 mg/ml) y se midio la produccién de ATP en un

lector de microplaca (Fluoroskan Ascent FL, Labsystems).

3.6- ADMINISTRACION DE LOS FARMACOS.
3.6.1- Via oral.

La administraciéon de farmacos por via oral se realizd con la rata sedada
ligeramente con éter etilico, introduciendo el farmaco directamente en el estomago
del animal empleando una sonda géstrica de acero inoxidable de 10 cm de longitud.
Se permitiéo la recuperacion del animal durante unos minutos para evitar que
regurgitara. A continuacion, el animal se anestesid e intubd orotraquealmente, y se

procedi6 con la cirugia descrita para la isquemia.

3.6.2- Bombas de infusion continua (I): infusion intracerebroventricular.

Para el implante de las bombas osméticas Alzet® (Charles River Laboratories
Espafia S.A.) de infusion intracerebroventricular continua, se utiliza una variacion
del esquema mostrado en la figura 3.1, empleando una sola sonda laser-Doppler

desplazada ligeramente segun se muestra en la figura 3.6. Para ello, se realiza un
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trépano de 0.8 mm de didmetro 1 mm posterior a bregma y 1.5 mm a la derecha de la
sutura media. A través de este trépano y tras haber retirado todo el hueso y abierto
una pequeia incision en la duramadre, se introduce a través de la corteza cerebral la
canula de infusion intracerebroventricular (Alzet® “Brain Infusion Kit II”, 3-5 mm)
hasta alcanzar el ventriculo. Para ello primero se hace descender 4 mm la cénula
desde la superficie de la corteza y ascender seguidamente 1 mm. Antes de retirar el
soporte se coloca un disco de ajuste para mantener esa distancia y se hace solidario

con la canula de soporte de la sonda LDF y los tornillos con cemento dental.

Figura 3.4: Localizacion de los soportes de las sondas LDF, canula de infusion
intracerebroventricular y tornillos de fijacion. LDF: soporte para la sonda laser-Doppler; T: tornillos

de fijacion; BA: cénula de infusion conectada a la bomba Alzet®.

Finalmente, se coloca la bomba osmoética de infusion continua (“Alzet®
Osmotic Pump”), conectada a la canula de infusion intracerebroventricular mediante
un catéter flexible suministrado con el kit, en un saco subdérmico practicado en la

zona escapular del animal.

3.6.3- Bombas de infusion continua (II): infusion intraperitoneal.

Para la administracion de farmacos intraperitonealmente y de forma continua
se emplearon también las bombas osmoticas Alzet®, colocadas en la cavidad
abdominal. Para ello, tras finalizar la cirugia de la isquemia/reperfusion, se realizo
una incision en la pared abdominal a través de la cual se introdujo la bomba osmética

cargada con la sustancia objeto de estudio. Una vez acomodada dentro de la cavidad
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abdominal se sutur6 la pared y la piel. A continuacion se recupero al animal de la
anestesia y se estabuld con libre acceso a la comida y agua hasta el dia de su

sacrificio.

3.7- PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.
3.7.1- Caracterizacion del modelo: grupos seudo-isquémico (control) e
isquémico (O/R-ACM 90 min/3 d).

Para la caracterizacion del modelo se emplearon un total de 46 ejemplares de
rata albina de la raza Wistar, distribuidos en dos grupos: 17 seudo-isquémicos y 29
isquémicos con reperfusion (O/R-ACM 90 min/3 d). El transcurso temporal de los

experimentos se muestra en la figura 3.7.

Seudo-isquemia
OCLUSION (1-2 seg)

mMs  Ms /s MS M
:Lﬂ
-24h : Oh 45' o0’

Implante soporte
sonda LOF

Ms MS MS Ms MS
i i |
-24h Oh 45’ 9’ +72h
L 1
T 10 +120' T
. Implante soporte . Saerificio
sonda LDF | Tamafio de infarto

Figura 3.7: Representacion esquematica del transcurso temporal de los experimentos para la
caracterizacion del modelo, asi como los puntos de toma de muestras de sangre arterial (MS) para la
determinacion de pO,, pCO,, pH y glucosa. La barra amarilla indica el tiempo de registro de las

variables hemodinamicas (PCC ipsi y contralateral y PAS).

No se excluy6 ningun ejemplar del estudio, salvo aquellos muertos por causas

accidentales.
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Para la caracterizacion de la respuesta a los distintos farmacos, ademas de las

muertes accidentales durante la cirugia, se consideraron los siguientes casos como

criterios para la exclusion del estudio:

1- No lograr una reduccion de la perfusion cerebrocortical al introducir la sutura

intraluminal (PCC oclusion media > 90% PCC control media).

2- No observar reperfusion, aunque sea parcial, tras retirar el filamento ni

durante los 30 min siguientes, por la posibilidad de que sea una isquemia

permanente (PCC oclusion media > PCC reperfusion media).

3- Hemorragia subaracnoidea intraquiriirgica masiva, manifestada como un

descenso cercano al 100% de la perfusion cerebrocortical control y un

incremento concomitante y transitorio de la PAS, terminando con la muerte

del animal. Se confirma la existencia de la hemorragia en la autopsia.

3.7.2- Inhibidor de iNOS: 1.400W.

3.7.2.1- Administracion intracerebroventricular.

El transcurso temporal de los experimentos se muestra en la figura 3.8:

O/R-ACM (90 min/3 d)

MS MS MSs MS MS

-24h Oh 45 a0

=10 +120°

Implante soporte
sonda LDF y

bomba Alzeticwv.

| (1.5, 5015 pgh)

i — i e

+72h

Estado neurclagico |
Sacrificio
Tamafio de infarto

Figura 3.8: Representacion esquematica del transcurso temporal del experimento, asi como los puntos

de toma de muestras de sangre arterial (MS) para la determinacion de pO,, pCO,, pH y glucosa. La

barra amarilla indica el tiempo de registro de las variables hemodinamicas (PCC ipsilateral y PAS).

El inhibidor selectivo de iNOS, 1400W (GlaxoSmithKline) se administrd

intracerebroventricularmente, disuelto en suero fisioldgico, utilizando bombas

Alzet® modelo 2ML1 de 2 mL de capacidad y una tasa de liberacion de 10 pl/h. Las
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tasas de liberacion del inhibidor empleadas fueron de 1.5, 5y 15 pg/h. Se emplearon
22 animales, de los cuales no se descartd ninguno. La distribucion de los animales en

los 4 grupos experimentales se muestra en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Relacion de animales empleados en cada uno de los grupos experimentales utilizados para

la caracterizacion de la respuesta a 1.400W administrado intracerebroventricularmente.

Grupo experimental | Sin tratamiento | 1400W, 1.5 ug/h | 1400W, 5 pg/h | 1400W, 15 pg/h
n 5 7 5 5

3.7.2.2- Administracion intraperitoneal.

El transcurso temporal de los experimentos se muestra en la figura 3.9:

Seudo-isquemia

OCLUSION (1-2 seg)

MS 4
MS  MS MS  MS MS MS MS MS MS MS
- = ' '
-24h ah 60  90° 1100 +h+6h  +24h +48h +72h
A

" O/R-ACM (90 min/3 d)

Implante bomba Alzet ip.
1400W (2.5 mg/Kg x h)
o suero fisiologico

MS M5 Ms  MS l MS MSMS MS MS MS
|

; % I i vy v v v ¥ l
-24h I Oh 60" 90" 110" +4h +6h +24h +48h +72h

L ] '

-10" +120°
Implante soporte Estado neurologico
sonda LDF Sacrificio

Muestras tejido cerebral
Tamafio de infarto

Figura 3.9: Representacion esquematica del transcurso temporal de los experimentos en los que se
midio el tamafio de infarto (reperfusion de 3 d), asi como los puntos de toma de muestras de sangre
arterial (MS) para la determinacion de pO,, pCO,, pH y glucosa. En rojo se indican las muestras de
sangre (MS) en las que se determind la concentracion de L-arginina y L-glutamico en suero
sanguineo. La barra amarilla indica el tiempo de registro de las variables hemodindmicas (PCC

ipsilateral y PAS).
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La tasa de liberacion intraperitoneal de 1.400W empleada fue de 2.5
mg/Kg/h. Se emplearon un total de 83 animales. La distribucion de los animales en
los distintos grupos experimentales se muestra en la tabla 3.3. Fueron descartados 2
animales en el grupo isquémico sin tratamiento y 4 en el isquémico tratado, por los

motivos expuestos en el punto 3.7.1.

Tabla 3.3: Relacion de animales empleados en cada uno de los grupos experimentales utilizados para

la caracterizacion de la respuesta a 1.400W administrado intraperitonealmente.

Hemodinamica,
volumen infarto, cr . . Microdialisis (L-
Tegluy Toars Expresion iNOS ATP estriatal olul estrintal)
(suero)
Seudo-isquemia 8 3 3 4
Sin tratamiento 14 15 6 4
1.400W(2.5

mg/Kg/h) 17 h 6 3
n 39 18 15 11

Las muestras de sangre (0.5 mL) para la determinacion de L-arginina y L-
glutdmico en suero se obtuvieron a partir de la arteria de la cola, previamente
inmovilizado el animal, recogiendo la sangre en tubos eppendorf®. Una vez
coagulada, se centrifug6 (11.000 g durante 6 min) (Biofugue pico, Heracus S.A.) y se

guardo el sobrenadante a —20°C hasta la determinacion.
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3.7.4 Antioxidante: Ebselén.

El transcurso temporal de los experimentos se muestra en la figura 3.10:

Ebselén (10 & 100 ma/kg; -1 1
i Seudo-isquemia
MS
J' MS  MS MS MS MS  MS Ms ms
I | |
D | | v .4 ¥ ¥ ¥
-24h -6 Oh 60 1200 1200 +24h +3d +6d

Implante soporte
sonda LDF

‘ Excipiente 6 Ebselén

O/R-ACM (2h/7d)

(10 6 100 mgfkg; sonda gastrica)

MS  ms Ms MS MS

[] [ eeemrusion ]

-24h  -1h Oh 60 1200 +7d

L 1 |
=10 +140° T
Implante soporte Estado neurolagico
sonda LDF Sacrificio

Tamafio de infarto

Figura 3.10: Representacion esquematica del transcurso temporal de los experimentos asi como los
puntos de toma de muestras de sangre arterial (MS) para la determinacion de pO,, pCO,, pH y
glucosa. En rojo se indican las muestras de sangre tomadas a los animales seudo-isquémicos (MS) en
las que se determind la concentracion de selenio en suero sanguineo. La barra amarilla indica el

tiempo de registro de las variables hemodinadmicas (PCC ipsilateral y PAS).

El ebselén (Sigma) se administrd por via oral, 1 h antes de la induccion de la
isquemia, suspendido en aceite de oliva y empleando una sonda géstrica introducida
hasta el estobmago en la rata sedada.

En este grupo experimental se emplearon un total de 108 animales, de los
cuales 7 murieron durante la cirugia y 8 fueron descartadas por alguno de los
motivos expuestos en el punto 3.7.1 (5 del grupo control, 2 del tratado con 10 mg/kg
y 1 del tratado con 100 mg/Kg).

La distribucion de los animales en los distintos grupos experimentales se

muestra en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4: Relacion de animales empleados en cada uno de los grupos experimentales utilizados para

la caracterizacion de la respuesta a ebselén administrado por via oral.

Volumen de Selenio
infarto (7 dias) (Erliletinas plasmatico
Basal - 5 --
&
E Excipiente -- 4 3
S 10 mg/Kg - - 5
3
7]
100 mg/Kg -- 5 3
Sin tratamiento 6
Sin reperfusion
Sin tratamiento
14 11 --
Con reperfusion
10 mg/Kg
5 - 8 -
= Sin reperfusiéon
]
= 10 mg/K
Z 88 1 8 -
Con reperfusion
100 mg/Kg 5
Sin reperfusion
100 mg/k:
g/kg 9 4 B
Con reperfusion
n 34 56 11

Las muestras de sangre (0.8-1 mL) para la determinacién de la evolucion
temporal de los niveles de selenio en plasma tomadas 1, 2, 3 y 4 horas tras el bolo
oral, se obtuvieron de la arteria femoral izquierda cateterizada y con el animal
anestesiado y ventilado mecanicamente. Las muestras tomadas a 24 h, 3 y 6 dias, se
obtuvieron por puncion cardiaca, con el animal anestesiado con éter etilico. La
sangre se recogid en una jeringa heparinizada y se centrifug6d (11.000 g durante 6
min) (Biofugue pico, Heraeus S.A.). Se guard6 el sobrenadante congelado a —80 °C

hasta la determinacion.
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3.7.5- Inhibidor de las fosfolipasas A, de secrecion: 12-epi-scalaradial.

El transcurso temporal de los experimentos se muestra en la figura 3.11:

O/R-ACM (90 min/3 d)

MS Ms Ms MS MS
2ah ] oh 45 90 +72h

Implante soporte
sonda LDF y
bomba Alzeti.c.v.
(0.005 y 0.5 pg/h)

Estado neurclogico
Sacrificio
Muestras de tejido cerebral
Tamafio de infarto

Figura 3.11: Representacion esquematica del transcurso temporal del experimento, asi como los
puntos de toma de muestras de sangre arterial (MS) para la determinacion de pO,, pCO,, pH y
glucosa. La barra amarilla indica el tiempo de registro de las variables hemodinamicas (PCC

ipsilateral y PAS).

Debido a su insolubilidad en agua o suero fisiologico, el 12-epi-scalaradial
(Calbiochem) se administré intracerebroventricularmente disuelto en una disolucion
compuesta por 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (13.5%) (Sigma) y etanol (10%) en
solucion salina fisiologica, con tasas de liberacion de 0.005 y 0.5 pg/h. Se utilizaron
bombas Alzet® modelo 2001 de 200 pl de capacidad y una tasa de liberacion de 1
ul/h. Se utilizaron un total de 33 animales; 12 sin tratamiento y 13 y 8 con 0.005
pg/h y 0.5 pg/h de 12-epi-scalaradial, respectivamente, de los cuales 3 murieron
durante la cirugia y 1 fue descartado (grupo scalaradial 0.005 pg/h) por alguno de los

motivos expuestos en el punto 3.7.1.

3.8- ANALISIS DE LOS RESULTADOS (ESTADISTICA).

Para la comparacion estadistica dentro de un grupo se emple6 un test de la z o
un ANOVA para muestras repetidas seguido de un post-test Dunnet, siempre que la
disponibilidad de los datos lo permiti6. Cuando la ausencia de algun dato
experimental no permitia su aplicacion, se emple6 un test de la o un ANOVA para

muestras independientes.
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Para la comparacion estadistica entre distintos grupos, se utilizo un test de la ¢
para muestras independientes (dos grupos), o un ANOVA para muestras
independientes (mas de dos grupos). En este segundo caso, el post-test seleccionado
fue el de Dunnet cuando se pretendidé hacer una comparacion respecto a un grupo
concreto, y el de Student-Newman-Keuls cuando se pretendié comparar todos los
grupos entre si.

Para comparar la tasa de mortalidad asociada al modelo o los tratamientos, se
uso6 una tabla de contingencia y un test de Fisher.

Para comparar el déficit neuroldgico observado entre los distintos
tratamientos se utilizd un test no paramétrico (Mann-Whitney para comparar dos
grupos y Kruskal-Wallis con post-test Dunn para comparar mas de dos grupos).

Las significaciones estadisticas se indican en los pies de cada figura o grafica.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

71






Resultados






Fernando Jesus Pérez Asensio Resultados

4.1- CARACTERIZACION DEL MODELO EXPERIMENTAL.
4.1.1- Parametros hemodinamicos y metabdlicos.
A) Grupo seudo-isquémico (control).

Con el fin de determinar su posible variacion a lo largo del tiempo de forma
espontanea, se llevo a cabo la monitorizacion de los parametros objeto de estudio en
un grupo de animales sometidos a toda la intervencidén quirurgica, salvo la oclusion
mantenida de la ACM (n=17). La figura 4.1 muestra la evolucion de la perfusion
cerebrocortical (PCC) y la presion arterial sistémica (PAS) en un registro

representativo de este grupo.

2005] FPCC i ‘J*"""h l“ﬁ’Mﬂﬂﬁk w\w,,\ gl V"\Ivu*"(*'\\wﬂf"’“# b M‘WW‘WJI MW”“WW "!‘“’"‘\L ‘M ‘M 'IW
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«— oclusion breve
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80
604 PAS {mmHg)

$
Ms MS/’

o 50" 1200

Figura 4.1: Registro representativo (aprox. 2 h) obtenido en una rata del grupo seudo-isquémico. La
perfusion cerebrocortical (PCC) aparece expresada como porcentaje de la perfusion existente previa a
la oclusion breve de la ACM. La presion arterial sistémica (PAS) aparece expresada en valores
absolutos (mmHg). MS indican los artefactos en la PAS producido por la toma de muestra de sangre

arterial para la determinacion de pO,, pCO,, pH y glucemia.

La PAS no vari6 significativamente a lo largo de las 2 h de registro, con una
media aritmética del grupo comprendida en todo momento en valores normotensos
en el rango entre 94.4 y 101.4 mmHg. Sin embargo, la PCC aument6 de forma
progresiva alcanzando significacion estadistica a partir de los 80-90 min. tras la

oclusion transitoria breve, tal y como se muestra en la figura 4.2.
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Figura 4.2: Evolucion de la perfusion cerebrocortical (PCC) y la presion arterial sistémica (PAS) en
el grupo seudo-isquémico a lo largo del experimento. Los valores se expresan porcentualmente
respecto del control (PCC) y como valores absolutos en mmHg (PAS), y estan representados como
Media + Error Estandar de la Media (EEM) obtenidos en 17 experimentos.

+ y ++ Significativamente diferente de los valores previos a la seudo-isquemia (Control), p<0.05 y

p<0.01, respectivamente (ANOV A muestras repetidas; post-test Dunnet).

Los valores de pO,, pCO,, pH y glucemia obtenidos en este grupo
experimental se presentan en la tabla 4.1. Se produjo un descenso progresivo de la
PaO, respecto a los valores previos a la induccion de la isquemia, que alcanzd
significacion a los 120 min.

En el caso de la pCO,, ésta se mantuvo constante desde el inicio de la
intervencion quirurgica, y solo se observo un ligero incremento a los 120 minutos

que no alcanzo6 significacion estadistica.
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La seudo-isquemia provoco un descenso progresivo de pH respecto al valor
existente antes de la oclusion, que alcanzo6 su valor méximo en la muestra tomada a
los 90 min.

En el caso de la glucemia, se observo una ligera tendencia a su disminucion a
lo largo de los 120 min que dur6 el registro, aunque las diferencias no llegaron a ser

significativas respecto del valor de referencia (seudo-isquemia).

Tabla 4.1: Valores de pO,, pCO,, pH y glucemia obtenidos en las diferentes etapas del experimento,

en el grupo seudo-isquémico (control).

Seudo-
Control isquemia 45° 90° 120°

pO; (mmHg)  141.8+28.0 1389+209 1283.0+£22.6 1223+163 106.6+16.0°
pCO, (mmHg)  304+29  293+34 30.2+4.1 295+6.6  37.0+6.8

pH 745+0.03 746+0.04 741+£0.057 7.38+0.06" 7.38+0.04"
Glucemia (mg/dL) 91.8+12.1 85.6+239  799+334  80.1+31.7 754+135

n 16 17 12 10 5

Los valores se expresan en unidades absolutas, y estan tabulados como Media + Desviacion Estandar
de la Media (DEM) a partir de “n” experimentos.
+ y ++ Significativamente diferente de los valores previos a la seudo-isquemia, p<0.05 y p<0.01,

respectivamente (ANOV A muestras repetidas; post-test Dunnet).

B) Grupo isquémico.
En la figura 4.3 se presentan los trazados de las diferentes sefiales registradas
en el desarrollo de un episodio representativo de 90 min. de isquemia seguido de

reperfusion.
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Figura 4.3: Registro completo (aprox. 2 h. 45 min.) y comprimido, donde se indican los momentos de
oclusion y reperfusion de la ACM. PCC y TR son la perfusion cerebrocortical (ipsi- y contralateral a
la ACM ocluida) y la temperatura rectal, respectivamente. Los artefactos producidos en los trazados
de la presion arterial sistémica (PAS) y frecuencia cardiaca (FC) se deben a la maniobra para la toma

de las muestras de sangre (MS) de la arteria femoral.

El deslizamiento de la sutura intraluminal hasta el origen de la ACM, produjo
un descenso brusco de la PCC en el hemisferio ipsilateral que se mantuvo constante
durante los 90 min. de oclusién. Transcurrido este periodo se retird la sutura
(reperfusion), maniobra que di6 lugar a un incremento brusco de la PCC (hiperemia).
Durante la fase de oclusion, la PCC media en el hemisferio ipsilateral quedo en un
46.3 £ 19.9% (Media =+ DEM, n=29) del control. Durante la fase de reperfusion que
se monitorizd (30 min) la PCC alcanz6 el 215.9 £ 94.5% (Media + DEM, n=29) del
control. Tras esta fase hiperémica temprana, la PCC ipsilateral se recuper6
paulatinamente y a los 30 min tras permitir la reperfusion se igual6 a la PCC
contralateral (figura 4.4). En el hemisferio contralateral se produjo un incremento
progresivo de la PCC a lo largo de la intervencion, similar al observado en el grupo

seudo-isquémico (figuras 4.3 y 4.4).
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La PAS no wvari6 significativamente a lo largo del experimento,
manteniéndose en valores proximos a los existentes antes de la oclusion (figuras 4.3
y 4.4).
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Figura 4.4: Valores de perfusion cerebrocortical (PCC) y presion arterial sistémica (PAS) del grupo
de animales sometidos a isquemia focal transitoria de 90 min. de duracion. Los valores de PCC y PAS
se expresan como porcentaje de la PCC basal y mmHg, respectivamente, y representan la Media +
Error Estandar de la Media (EEM) de los valores obtenidos en 29 experimentos.

++ Significativamente diferente de los valores control, p<0.01 (ANOVA muestras repetidas; post-test
Dunnet).

* y *¥** Significativamente diferente de los valores correspondientes al hemisferio ipsilateral, p<0.05

y p<0.001, respectivamente (test de la 7).

S6lo en dos breves intervalos se observaron variaciones significativas
respecto al control. Inmediatamente tras la oclusion se produjo un incremento de la
PAS de 24.7 + 10.4 mmHg (Media = DEM; figura 4.5), que representd un

incremento del 24.8 %. El tiempo medio transcurrido desde la oclusion de la ACM
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hasta que se alcanzo el valor maximo de dicho incremento de presion fue de 160 +
88 seg. A continuacién la PAS se recuperd con rapidez hasta alcanzar valores
similares al control. Tras la liberacion de la oclusion se produjo un descenso
significativo de la PAS de 25.6 £ 19.1 mmHg (Media + DEM; figura 4.5), lo que
representd un descenso del 24.6%. Esta reaccion a la liberacion de la oclusion tardod
149 + 81 seg. en alcanzar su punto maximo. Tras esta caida, la presion se recuperd

rapidamente hasta valores similares a los control.
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Figura 4.5: Registro grafico de la perfusion cerebrocortical (PCC) ipsilateral y presion arterial
sistémica (PAS) durante los momentos de oclusion y reperfusion de la ACM. Los valores de PCC y

PAS se expresan como porcentaje de la PCC basal y mmHg, respectivamente.

Los valores de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales obtenidos en este grupo
experimental se presentan en la tabla 4.2. Se produjo un descenso progresivo de la
pO, respecto a los valores previos a la induccion de la isquemia, que alcanzd
significacion a los 45 y 90 min. Al establecer la reperfusion la pO, se recuperd
hasta valores similares e incluso ligeramente superiores a los existentes antes de la
isquemia, siendo significativa la diferencia respecto al grupo control.

En el caso de la pCO, se produjo un incremento significativo en las muestras
tomadas a los 45 y 90 min. tras la oclusion respecto de los valores pre-isquémicos.
Estas diferencias desaparecieron después de unos minutos tras el inicio de la
reperfusion, recuperandose hasta alcanzar valores comparables a los existentes antes

de la oclusion.
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La isquemia provoco un descenso progresivo de pH respecto al valor
existente antes de la oclusion, que alcanzo6 su valor méximo en la muestra tomada a
los 90 min. El pH se recuperd completamente al establecer la reperfusion.

En el caso de la glucemia, se observo una ligera tendencia a su disminucion a
lo largo de toda la intervencion, aunque soOlo se evidenciaron diferencias

significativas respecto a los valores existentes antes de la oclusion a los 90 min.

Tabla 4.2: Valores de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales obtenidos en las diferentes etapas del

experimento, en el grupo sometido a isquemia de 90 min. de duracion.

Control Pre-OACM 45 OACM 90’ OACM 30’ Reperf.
pO, (mmHg) 135.8429.39  126.4£16.4* 114.8423.5" 115.3+22.1° 135.5+£20.6*

pCO, (mmHg)  32.5+7.0 31.446.5  39.8+11.27** 40.248.67** 28.746.0
pH 7.4740.06 7.46£0.06  7.36+0.07"*  7.35:0.06"*  7.44+0.05*
Glucemia
90.5+12.2 84.0£16.9 80.3+15.6 77.4+17.5" 74.3+18.4
(mg/dL)
n 29 29 29 29 6

Los valores se expresan en unidades absolutas, y estan tabulados como Media = Desviacion Estandar
de la Media (DEM) a partir de “n” experimentos.

+ y ++ Significativamente diferente de los valores previos a la oclusion (pre-OACM), p<0.05 y
p<0.01, respectivamente (ANOV A muestras repetidas; post-test Dunnet).

* y ** Significativamente diferente de la muestra equivalente en el grupo seudo-isquémico, p<0.05 y

p<0.01, respectivamente (test de la f).

4.1.2- Valoracion neurologica y volumen de infarto.

Los déficits neuroldgicos en los animales sometidos al protocolo de 90
minutos de oclusion y 3 dias de reperfusion (90 min/3 d) y evaluados con el test
descrito en el punto 3.3 del apartado Material y Métodos, alcanzaron una puntuacion
media de 2.3 + 1.7 (Media £ DEM, n=21).

El tejido afectado por la oclusion transitoria de la ACM se pone de manifiesto
mediante la tincién con TTC. Un ejemplo de cerebro sometido a isquemia se muestra

en la figura 4.6.
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Figura 4.6: Secciones de 2 mm de grosor del cerebro de rata (cara frontal), tefiidas con TTC y

postfijadas durante 24 h en formaldehido 10% en PB 0.1 M, pH 7.4.

La figura 4.7 muestra la distribucion del tejido infartado a lo largo de las 7

secciones de 2 mm obtenidas de cada cerebro.
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Figura 4.7: Representacion grafica de la distribucion por secciones del tejido infartado en el modelo
O/R-ACM 90 min/3 d. Los valores de area infartada se expresan como porcentaje del hemisferio
completo, y representan la Media £ Desviacion Estandar de la Media (DEM) de los resultados

obtenidos en 15 experimentos.

El volumen medio de infarto obtenido con este modelo de isquemia fue de
185.7 + 100.20 mm”, lo que representa un 25.3+13.8% (Media + DEM, n=15) del

hemisferio cerebral completo.
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4.1.3- Evolucion ponderal.

El peso medio inicial de las ratas sometidas a isquemia fue de 338.9 £20.1 g
(Media £ DEM, n=28). Tras el implante de las sondas para el registro de PCC, las
ratas (en ayunas) perdieron un 5.6% de su peso antes de sufrir la isquemia (94.4 +
1.8% del inicial; n=28). Al cabo de tres dias desde el comienzo de la reperfusion

perdieron peso hasta alcanzar el 85.2 £+ 4.7% del peso inicial (n =23).
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4.2- EVALUACION DEL POTENCIAL NEUROPROTECTOR.
4.2.1- Inhibidor de iNOS: 1400W.

La administracion intracerebroventricular de 1400W (15 pg/h) se resulto
neurotdxica, causando la muerte de 4 de los 5 animales durante las primeras horas
tras implantar la cénula intracerebroventricular. Con las dosis inferiores (1.5 y 5
ug/h) no se produjeron muertes previas a la induccién de la isquemia, pero la
mayoria de los animales lo hicieron después (5 de un total de 5 en el grupo tratado
con 1.5 pg/h; y 5 de un total de 7 en el grupo tratado con 5 ug/h). Estas

circunstancias motivaron el cambio de via de administracion de 1400W.

4.2.1.1- Parametros hemodinamicos v metabolicos.

La administracion intraperitoneal mediante bomba osmética del inhibidor
de iNOS, 1400W (2.5 mg/Kg/h), no originé diferencias significativas en la perfusion
cerebrocortical entre el grupo control y el tratado, tanto antes, como durante la fase
de isquemia y durante la fase de reperfusion, tal y como muestra la figura 4.8. La

presion arterial sistémica tampoco varié debido al tratamiento.
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Figura 4.8: Valores de perfusion cerebrocortical (PCC) y presion arterial sistémica (PAS) de los
grupos control y tratado con 1400W (2.5 mg/Kg/h) sometidos a isquemia focal transitoria de 90 min.

Los valores de PCC y PAS se expresan como porcentaje de la PCC basal y mmHg, respectivamente, y

[73% 1)

representan la Media + Error Estindar de la Media (EEM) de los valores obtenidos en “n

experimentos.

No hubo diferencias significativas entre el grupo control y el tratado respecto
a pO,, pCO,, pH y glucemia, en sangre arterial. Las diferencias que aparecieron
dentro de los grupos son las que suceden debido a la isquemia, descritas en el
apartado 4.1.1, y que no se ven alteradas debido al tratamiento con 1400W. Los
valores medios de pO,, pCO,, pH y glucemia en los tres grupos a lo largo del

experimento se resumen en la tabla 4.3:
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Tabla 4.3: Valores de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales obtenidos en las diferentes etapas del

experimento, en los grupos control y tratado con 1400W (2.5 mg/Kg/h intraperitoneal), sometidos a

isquemia de 90 min. de duracion.

Pre-OACM (0°) 45-60° OACM
Control Tratado Control Tratado
pO; (mmHg) 7.5140.04 7.53+0.04 7.39+0.06"  7.40+0.07""

pCO, (mmHg) 116.9+£20.8 132.3£25.4 107.0£22.7 102.2422.4™

pH 27.6%3.6 26.243.7 36.845.0"" 37.248.9""
Glucemia
87.6£22.6 82.8423.3 77.4+12.8 86.0£21.3
(mg/dL)
n 11 13 11 13
90’ OACM Reperfusion
Control Tratado Control Tratado
7.3740.05" 7.3740.06"" 7.43+0.02 7.43+0.03"
107.18+19.6  104.14£22.3" 105.5£16.5 135.0422.9
37.6£5.0"" 37.546.6"" 30.542.1 30.3+2.8
78.8423.7 68.5422.5 78.0422.7 59.0£12.9
11 13 2 4

Los valores se expresan en unidades absolutas, y estan tabulados como Media + Desviacion Estandar
de la Media (DEM) a partir de “n” experimentos. El valor de referencia de los tres grupos es el
existente previo a la oclusion (pre-OACM).

+ y ++ Significativamente diferente de los valores pre-OACM, p<0.05 y p<0.01, respectivamente

(ANOVA muestras repetidas; post-test Dunnet).

4.2.1.2- Mortalidad.

La mortalidad postquirtirgica en ambos grupos fue similar. De los 12
animales del grupo control y los 13 del tratado con 2.5 mg/Kg/h de 1400W 1i.p.,

murieron 2 y 3 animales, respectivamente.
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4.2.1.3- Valoracién neuroldgica y volumen de infarto.

El estado neurologico de los animales tratados mejord significativamente

respecto del estado de los animales control, tal y como se observa en la figura 4.9.

79 [ Control (n=9)
1 [ 1400W (2.5 mg/Kg/h, n=10)

_'
*

Puntuacion neurolégica

1 Dia ' 2 Dias ' 3 Dias
Tiempo de evolucidn

Figura 4.9: Valoracion neuroldgica de los animales de los grupos control y tratado durante los 3 dias
de supervivencia tras la isquemia focal transitoria. Los valores se expresan como la puntuacion
obtenida en el test neuroldgico, descrito en el apartado 3.3 de la seccion de Material y Métodos, y
representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) a partir de “n” experimentos.

* Significativamente diferente del grupo control (test de Mann-Whitney).

El tratamiento con 1400W intraperitoneal redujo el tamafio de infarto de
forma significativa respecto al grupo control, pasando de representar el 30.4 £ 12.2%
del volumen del hemisferio completo en el grupo control, al 18.5 £ 10.0% en el
grupo tratado (figura 4.10 izquierda). El volumen de infarto obtenido en el grupo
control fue de 201.4 + 77.5 mm’ y de 129.7 + 71.7.0 mm’ para el grupo tratado con
1400W. Los volumenes de los hemisferios contralaterales fueron de 671.8 + 46.8
mm’ y 698.7 + 34.8 mm’, respectivamente. El area media de seccién infartada en el
grupo tratado con 1400W intraperitoneal es menor en todas las secciones (figura
4.10 derecha), y las mayores diferencias con el grupo control se observan en las
secciones 3 y 4, donde alcanzan significacion estadistica (p<0.05). Estas secciones
coronales, de 2 mm de grosor, corresponden a los mm 6 a 8 y 8 a 10,

respectivamente, en que se ha dividido el hemisferio.
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[ Control (n=9) = w— Control
s . [ 1400W (2.5 mg/Kgh, n=10) & %7 T o 1400W (2.5 mg/Kg/h)
' 1 8 0 /N
Q he) ™~
5E ] £ 1/
L3
E g 30+ ' 8 40 I's N
® 2 E / A
T o B =
§2 x g 1
EE 8 .
32 54 | @ 20 \
=] w » -
=> % 104 % . %
o 10 w N
= ©
2

N° de seccion

Figura 4.10: Representacion grafica del volumen de hemisferio infartado (izqda.) y la distribucion
por secciones del tejido infartado (dcha.) en el grupo control y en el tratado con 1400W. Los valores
se expresan como porcentaje infartado del hemisferio completo (izqda.) y de cada una de las 7
secciones en que se ha dividido el cerebro (dcha.), y representan la Media + Desviacion Estandar de la
Media (DEM) obtenidas en “n” experimentos.

* Significativamente diferente del grupo control, p<0.05 (test de la # para muestras independientes).

4.2.1.4- Evolucién ponderal.

El peso medio inicial de las ratas sometidas a isquemia fue de 330.9 £ 16.7 g
en el grupo control (n = 11) y 330.7 £ 13.7 g en el grupo tratado con 1400W (n =
13). Tras el implante de las canulas las ratas (en ayunas) de los grupos control y
tratado perdieron peso hasta alcanzar, inmediatamente antes de la induccién de la
isquemia, un 92.4 + 3.2% y 93.6 £ 1.2%, respectivamente, del peso inicial. Tras la
isquemia/reperfusion y al cabo de tres dias de evolucidn, su peso representaba el 81.2

+5.3%y el 84.4 + 3.6%, respectivamente, del peso inicial.

4.2.1.5- Niveles séricos de L-arginina y L-glutamato.

En la figura 4.11 se presentan las concentraciones de L-arginina sérica a lo
largo del experimento en los grupos seudo-isquémico, isquémico no tratado e
isquémico tratado con 2.5 mg/Kg/h de 1400W i.p. La concentracién de L-arginina en
el suero de las ratas seudo-isquémicas permanecid constante durante todo el
muestreo, en torno a valores comprendidos entre 71.5 y 77.8 umol/L. En las ratas
sometidas a isquemia sin tratamiento, la concentracion se mantuvo constante en estos

valores hasta las 2 h. (inclusive) tras el inicio de la isquemia (30’ tras la reperfusion).
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A partir de aqui disminuy6 bruscamente en la muestra tomada a las 4 h (30.9 £ 7.4
umol/L), alcanzando el minimo valor (23.1 £ 4.0 umol/L) a las 6 h y manteniéndose
en niveles muy bajos (27.0 £ 11.5 umol/L) hasta 24 h después. A las 48 h se habia
recuperado hasta 51.2 + 8.2 umol/L y a las 72 h habia retornado a los valores control.
La administracion intraperitoneal del 1400W redujo este descenso de L-arginina
sérica, alcanzando un minimo de concentraciéon a las 4 h (55.7 £ 11.2 pumol/L),
siendo las concentraciones en las muestras significativamente mayores que las
alcanzadas a las 4, 6, 24 y 48 h sin tratamiento (55.7 + 11.2, 57.0 £ 11.3, 58.2 £ 13.5
y 70.7 £ 8.6 umol/L respectivamente), retornando también a los valores control a las

72 h tras la isquemia.

—O0— Seudo-isquemia (n=8)
—o— O/R-ACM 90min/3d (n=11)

~ 90, —A—OIR-ACM 90min/3d + 1400W (2,5 mg/Kg/h, n=12)
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Tiempo desde inicio de isquemia (horas)

Figura 4.11: Evolucion temporal de la concentracion de L-arginina sérica en los grupos seudo-
isquémico e isquémico con y sin tratamiento con 1400W intraperitoneal (2.5 mg/Kg/h). Los valores se
expresan en umol/L y representan la Media + Desviacion Estandar de la Media (DEM) obtenida en
cada tiempo de muestreo a partir de “n” experimentos. En el eje de abscisas se indican los momentos
de inicio de isquemia y reperfusion. El valor basal es el previo a la oclusion.

** y *#*%* Significativamente diferente del grupo seudo-isquémico, p<0.01 y p<0.001, respectivamente.
## y #it#t Significativamente diferente del grupo isquémico sin tratamiento (O/R-ACM 90 min/3 d),
p<0.01 y p<0.001, respectivamente (ANOVA para muestras independientes, post-test Student-

Newman-Keuls).
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En la figura 4.12 se presentan las concentraciones de L-glutamato sérico a lo
largo del experimento en los grupos seudo-isquémico, isquémico e isquémico tratado
con 2.5 mg/Kg/h de 1400W i.p. La concentracion de L-glutamato en el suero de las
ratas seudo-isquémicas permanecid durante todo el muestreo en valores
comprendidos entre 138 y 170 umol/L. En las ratas sometidas a isquemia sin
tratamiento, la concentracion se mantuvo constante en estos valores hasta las 4 h.
(inclusive) tras el inicio de la isquemia (2 h y 30 min. tras la reperfusion). A partir de
aqui aument6 bruscamente hasta alcanzar el valor maximo en la muestra tomada a las
6 h (416 + 28 pmol/L) y se mantuvo en niveles elevados (351 = 30 pumol/L) 24 h
después. A las 48 h practicamente alcanzé los valores control (184 = 20 umol/L), y a
las 72 h habia retornado a los valores control. La administracion intraperitoneal de
1400W redujo este incremento de L-glutamato sérico, alcanzando el maximo de
concentracion también a las 6 h (252 + 16 pmol/L), siendo la diferencia
significativamente menor que la alcanzada a las 24 h sin tratamiento (210 + 9
pmol/L) y retornando a los valores control a las 48 h tras la isquemia (149 + 8
pmol/L).

—0— Seudo-isquemia (n=8)

—e— O/R-ACM 90min/3d (n=11)
6007 —a— O/R-ACM 90min/3d + 1400W (2.5 mg/Kg/h, n=12)

Fkk
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] I ek

400+ \I

300

200 Y

100-

L-Glutamato sérico (umol/L)

T \[
Qr———o————;;zfii
Basal 1 2 4 6 24 48 72
Tiempo desde inicio de isquemia (horas)

Figura 4.12: Evolucion temporal de la concentracion de L-glutamato sérico en los grupos seudo-
isquémico e isquémico con y sin tratamiento con 1400W intraperitoneal (2.5 mg/Kg/h). Los valores se
expresan en umol/L y representan la Media + Desviacion Estandar de la Media (DEM) obtenida en

cada tiempo de muestreo a partir de “n” experimentos. Sobre la grafica se indican los momentos de

inicio de isquemia y reperfusién. El valor basal es el previo a la oclusion.
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* y #** Significativamente diferente del grupo seudo-isquémico, p<0.05 y p<0.001, respectivamente.
#i## Significativamente diferente del grupo O/R-ACM 90 min/3 d (sin tratamiento), p<0.001
(ANOVA para muestras independientes, post-test Student-Newman-Keuls).

4.2.1.6- Expresion de iNOS.

La determinacion de la expresion de iNOS por Western-Blot en el tejido
cerebral intacto e infartado mostrd que la expresion basal de iNOS en la corteza es
aproximadamente unas tres veces la del estriado. La expresion de iNOS aumento tras
la induccion de la isquemia, y a las 2 horas del inicio de la isquemia (30 min tras la
reperfusion) aumentd unas 6 y 3 veces en corteza y estriado, respectivamente. La
maxima expresion se observo a las 12 h en el caso de la corteza y a las 24 h en el
estriado (14 y 18 veces los respectivos niveles basales). La evolucion temporal de la
expresion de iNOS se muestra en la figura 4.13. Se determind asimismo la expresion

de actina como control interno de la muestra.
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Figura 4.13: Evolucion temporal de la expresion de iNOS en corteza y estriado del hemisferio
sometido al protocolo de oclusién de 90 min. Los valores se expresan como unidades arbitrarias de
absorbancia de las bandas de iNOS del gel, y representan la Media + Desviacion Estandar de la media
(DEM) obtenidas a partir de 3 muestras en cada caso.

* y ** Significativamente diferente del valor basal, p<0.05 y p<0.01, respectivamente. (ANOVA para

muestras independientes, post-test Dunnet).
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4.2.1.7- Niveles cerebrales de L-glutamato.

En la figura 4.14 se presentan las concentraciones de L-glutamato
extracelular cerebral tras 2, 5-6 y 24 h tras el inicio de la isquemia en los grupos
seudo-isquémico, isquémico e isquémico tratado con 2.5 mg/Kg/h de 1400W i.p. La
cantidad de L-glutamato extracelular determinado por microdidlisis a 2, 5-6 y 24
horas, se mantuvo constante tras el inicio de la isquemia en los animales seudo-
isquémicos (14.4 + 6.6, 14.0 £ 5.0 y 12.3 + 1.8 umol/L, respectivamente). La
isquemia produjo un incremento en el nivel de L-glutamato extracelular tras la
isquemia a las 2 h (23.4 £ 1.5 umol/L), alcanzando su maximo a las 5-6h (30.2 £
12.2 pmol/L, p<0.05) y descendiendo a las 24 h (20.4 £ 8.7 umol/L). El tratamiento
con 1400W intraperitoneal no alter6 de forma significativa el incremento observado
2 h tras la isquemia (21.0 £ 1.9 pumol/L), pero si lo redujo de forma significativa a las
5-6 h (17.2 £ 9.3 umol/L, p<0.05), manteniéndose en valores similares a los seudo-

isquémicos a las 24 h (14.6 £ 10.4 umol/L).

[ Seudo-isquemia (n=4)
I O/R-ACM 90min/24h (n=4)
1 O/R-ACM 90min/24h + 1400W (2.5 mg/Kg/h, n=3)

*

L-glutamato cerebral extracelular
(umol/L)
—

2 : 5-6 : 24
Tiempo desde inicio de isquemia (horas)

Figura 4.14: Evolucién temporal de la concentracion de L-glutamato cerebral extracelular en los
grupos seudo-isquémico e isquémico con y sin tratamiento con 1400W intraperitoneal (2.5 mg/Kg/h).
Los valores se expresan en umol/L y representan la Media = Desviacion Estandar de la Media (DEM)
obtenida a las 2 h, 5-6 h y 24 h, respectivamente, a partir de “n” experimentos.

* Significativamente diferente del grupo seudo-isquémico, p<0.05.

# Significativamente diferente del grupo O/R-ACM 90 min/3d (sin tratamiento), p<0.05.

(ANOVA para muestras independientes, post-test Student-Newman-Keuls).
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4.2.1.8- Niveles cerebrales de ATP.

En la figura 4.15 se muestran los niveles de ATP en corteza y estriado de los
distintos grupos experimentales a las 4 y 6 h desde el inicio de la isquemia,
expresados como porcentaje de los niveles de ATP registrados en el grupo seudo-
isquémico.

El contenido de ATP en la corteza cerebral del grupo seudo-isquémico
(contando ambos hemisferios) fue de 2.0 £ 0.5 pumol/g de proteina. La isquemia
seguida de reperfusion redujo de forma significativa la cantidad de ATP en la
corteza, alcanzando un 58 = 6% (p<0.05) y un 45 £+ 3% (p<0.05) del valor en el
grupo seudo-isquémico a las 4 y 6 h, respectivamente, tras el inicio de la isquemia.
El tratamiento con 1400W intraperitoneal impidié parcialmente, pero de forma
significativa, la reduccion de ATP causada por la isquemia a las 4 h (75 £ 9%,
p<0.05), pero no fue capaz de hacer lo mismo a las 6 h (47 = 4%)).

En el estriado, el contenido de ATP determinado en el grupo seudo-isquémico
(contando ambos hemisferios) fue de 1.8 £ 0.5 umol/g de proteina. La isquemia no
redujo los niveles de ATP a las 4 h (122 £ 6%), pero si lo hizo significativamente a
las 6 h (66 £ 3%, p<0.05). El tratamiento con 1400W no afect6 al los niveles de ATP
alas 4 h (110 £ 9%), pero previno completamente el descenso observado a las 6 h

122 + 4 %, p<0.05).
p
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Figura 4.15: Niveles de ATP en corteza y estriado de ratas seudo-isquémicas, isquémicas sin
tratamiento e isquémicas tratadas con 2.5 mg/Kg/h de 1400W intraperitoneal, determinados a las 4 y 6

horas tras el inicio de la isquemia (2.5 y 4.5 horas tras la reperfusion). Los valores se expresan como
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porcentaje del valor obtenido en el grupo seudo-isquémico (100%) y representan la Media +
Desviacion Estandar de la Media (DEM) obtenida a las 4 y 6 h, respectivamente, a partir de “n”

experimentos.

* Significativamente diferente del grupo seudo-isquémico, p<0.05.

# Significativamente diferente del grupo O/R-ACM sin tratamiento, p<0.05.
(ANOVA para muestras independientes, post-test Student-Newman-Keuls).
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4.2.2- Antioxidante exdgeno: Ebselén.

4.2.2.1- Parametros hemodinamicos v metabolicos.

La administraciéon del antioxidante ebselén por via oral afectd a los
parametros hemodinamicos estudiados. La reduccion de la perfusion cortical al ocluir
la ACM fue significativa tanto en el grupo control como en los tratados con 10
mg/Kg y 100 mg/Kg de ebselén, alcanzando valores respecto del control del 32.1 £+
17.5%, 35.6 £ 20% y 51.0 £ 21.2%, respectivamente. Sin embargo, la perfusion
cortical durante las fases de isquemia y reperfusion fue significativamente mayor en

el grupo tratado con 100 mg/Kg ebselén que en el grupo control (figura 4.16).
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Figura 4.16: Valores de perfusion cerebrocortical (PCC) y presion arterial sistémica (PAS) de los
grupos control y tratados con ebselén (10 y 100 mg/Kg) sometidos a isquemia focal transitoria de 90
min. Los valores de PCC y PAS se expresan como porcentaje de la PCC basal y mmHg,
respectivamente, y representan la Media *+ Error Estandar de la Media (EEM) de los valores obtenidos
en “n” experimentos.

+ y ++ Significativamente diferente de los valores control (pre-isquemia), p<0.05 y p<0.01 (ANOVA

para muestras repetidas; post-test Dunnet).
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* y ** Significativamente diferente de los valores del grupo control, p<0.05 y p<0.01,

respectivamente (ANOV A para muestras independientes; post-test Dunnet).

La PAS en el grupo tratado con 10 mg/Kg de ebselén fue significativamente
mayor que la del grupo control antes de la isquemia. Durante la reperfusion, la PAS
fue significativamente mayor en ambos grupos tratados con ebselén respecto al grupo
control. No hubo diferencias significativas durante la fase de isquemia. En general, la
PAS de los grupos tratados fue mayor en todos los casos, aunque los valores se
mantuvieron siempre dentro de la normalidad.

Los valores medios de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales en los tres grupos

a lo largo del experimento se presentan en la tabla 4.4.

Tabla 4.4: Valores de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales obtenidos en las diferentes etapas del
experimento, en los grupos control y tratados con ebselén (10 y 100 mg/Kg), sometidos a isquemia de
90 min. de duracion.
Pre-OACM (0°) 60’ OACM
Control Ebs. 10 Ebs. 100 Control Ebs. 10 Ebs. 100

pO; (mmHg)  97.5#23.3 116.6422.2% 115.8423.3% 128.5+14.8 113.6£28.0 110.3+21.3
pCO, (mmHg) 48.5+11.4  33.1£5.3*% 32.5+52%*  57.5+17.7  39.7#9.17 45.2+14.4"

pH 7.35+0.05  7.42+0.07** 7.46+0.05*%* 7.284+0.08 7.31+0.16™° 7.3540.09"
Glucemia
102.7431.5 82.9+20.2* 90.3£18.3 78.5£9.2 71.8£16.5 76.31£13.8
(mg/dL)
n 14 12 8 14 12 8

120 OACM Reperfusion
Control Ebs. 10 Ebs. 100 Control Ebs. 10 Ebs. 100
84.4120.1 108.8+22.6%* 118.7£13.7**  92.6124.6 119.4424.0 123.5£19.7
55.0£12.4 38.948.0%*  42.046.6"** 49.6+20.3 36.845.8 40.5£9.3
7.32+0.06 7.33+0.07" 7.3440.06" 7.30£0.07 7.3240.03 7.1940.34"

109.5434.1  75.0+11.9%*% 74.2+12.8™**  101.6247.5 73.8440.7 80.3+20.8

14 12 8 14 12 8

Los valores se expresan en unidades absolutas, y estan tabulados como Media + Desviacion Estandar
de la Media (DEM) a partir de “n” experimentos. El valor de referencia los tres grupos es el existente

previo a la oclusion (pre-OACM).
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+ y ++ Significativamente diferente de los valores pre-OACM, p<0.05 y p<0.01, respectivamente
(ANOV A muestras repetidas; post-test Dunnet).
* y ** Significativamente diferente de la muestra equivalente en el grupo control, p<0.05 y p<0.01,

respectivamente (ANOV A para muestras independientes; post-test Dunnet).

Las diferencias encontradas son las descritas para el modelo de isquemia, con
dos salvedades: por un lado las ratas de los grupos tratados con ebselén oral
presentaron una menor pCO;, y mayor pO;, basales que el grupo control. Estas
diferencias en pCO;, y pO, se repitieron a 120 min. tras el inicio de la isquemia. Por
otro lado, el pH no se recupero tras instaurar la reperfusion, especialmente en el caso
del grupo tratado con ebselén 100 mg/Kg. La glucemia fue, por lo general, mayor en
el grupo control que en los tratados, alcanzando significacion estadistica en algunas
muestras (ebselén 10 mg/Kg pre-OACM y ebselén 10 y 100 mg/Kg 120 min.
OACM).

4.2.2.2- Mortalidad.

De los 14 animales del grupo control, 6 murieron antes de alcanzar los 7 dias
de supervivencia establecidos en el protocolo experimental. En el grupo tratado con
la dosis inferior de ebselén oral (10 mg/Kg) la mortalidad postquirargica fue de 2
animales sobre un total de 12. En el grupo tratado con la dosis superior de ebselén

(100 mg/Kg) la mortalidad postquirargica fue de 3 animales sobre un total de 8.

4.2.2.3- Valoracién neuroldgica y volumen de infarto.

La puntuacion neurologica obtenida por los animales tratados con la dosis de
100 mg/Kg de ebselén oral fue menor que la obtenida por el grupo control y el grupo
tratado con ebselén 10 mg/Kg, tal y como se observa en la figura 4.17, aunque no
lleg6 a alcanzar significacion estadistica. El grupo control obtuvo una puntuacion de
2.0 £ 2.0 (Media £ DEM), y los grupos tratados con ebselén 10 mg/Kg y 100 mg/Kg

obtuvieron 2.2 £ 1.9 y 0.8 + 0.8, respectivamente.
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49 [_] Control (n=3)
] Ebselen 10 mg/Kg (n=9)
Il Ebselen 100 mg/Kg (n=5)

Puntuacién neurolégica

Figura 4.17: Valoracion neuroldgica a los 7 dias tras la isquemia focal transitoria del grupo control y
los grupos tratados con ebselén (10 y 100 mg/Kg). Los valores se expresan como la puntuacion
obtenida en el test neurologico, descrito en el apartado 3.3 de la seccion de Material y Métodos, y

representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) a partir de “n” experimentos.

El tratamiento con ebselén oral produjo un ligero descenso dosis-dependiente
del tamano de infarto (26.9% del hemisferio en el grupo sin tratamiento y 25.1% y
22.7% en los grupos tratados con ebselén 10 y 100 mg/Kg, respectivamente), tal y
como se observa en la figura 4.18 izquierda. Estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. El volumen de infarto que se obtuvo para el grupo control
fue de 191.9 + 101.6 mm’, 188.6 + 81.6 mm’ para el grupo tratado con ebselén 10
mg/Kg, y 157.1 + 85.0 mm’ para el grupo tratado con ebselén 100 mg/Kg. Los
volumenes de los hemisferios contralaterales fueron: 713.2 + 99.3 mm’ , 750.9 +
71.8 mm’ y 691.7 + 47.9 mm’, respectivamente. En la figura 4.18 derecha se
muestra representada la distribucion del infarto por secciones. Las mayores
diferencias se observan entre el grupo control y el tratado con la mayor dosis de
ebselén (100 mg/Kg), en las secciones 3, 4 y 5, pero sin llegar a alcanzar
significacion estadistica. Estas secciones coronales, de 2 mm de grosor, corresponden
alosmm6 a8 8al0y 10 a 12, respectivamente, en que se ha dividido el

hemisferio.
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Figura 4.18: Representacion grafica del volumen de hemisferio infartado (izqda.) y la distribucion
por secciones del tejido infartado (dcha.) en el grupo control y en cada uno de los grupos tratados con
ebselén (10 y 100 mg/Kg). Los valores se expresan como porcentaje infartado del hemisferio
completo (izqda.) y de cada una de las 7 secciones en que hemos dividido el cerebro (dcha.), y

representan la Media + Desviacion Estandar de la Media (DEM) obtenidas en “n” experimentos.

4.2.2 .4- Evolucién ponderal.

El peso medio inicial de las ratas sometidas a isquemia fue de 337.2 £ 15.6 g
en el grupo control (n = 16), 319.6 + 4.6 g en el grupo tratado con 10 mg/Kg de
ebselén (n=13),y 362.6 £ 41.9 g en el grupo tratado con 100 mg/Kg de ebselén (n =
11). Tras el implante de las canulas soporte de la sonda de registro de la PCC, las
ratas (en ayunas) de los grupos control y tratados con 10 y 100 mg/Kg de ebselén
perdieron entre un 6% y un 3.4% del peso inicial, pesando antes de la induccion de la
isquemia el 96.6 = 2.2%, 94.0 £ 1.7% y 94.9 + 1.2%, respectivamente. Al cabo de
tres dias de evolucion desde la induccion de la isquemia, perdieron peso hasta
alcanzar el 73.6 £ 11.1%, 81.6 £ 11.1 y 86.5 + 9.8%, respectivamente, del peso
inicial. La pérdida de peso fue inferior en los grupos tratados con ebselén, aunque las

diferencias con el grupo control no llegaron a ser significativas.

4.2.2.5- Niveles plasmaticos de selenio.

La evolucion temporal de la concentracion de selenio en plasma tras la

administracion de ebselén se muestra en la figura 4.19.
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Figura 4.19: Evolucion temporal de la concentracion de Selenio (Se) en plasma tras la administracion
del antioxidante ebselén. Los valores se expresan en pmol/L y representan la Media + Desviacion

Estandar de la Media (DEM) obtenida en cada tiempo de muestreo tras la administracion del bolo oral

[731)

a partir de “n” experimentos.
++ Significativamente diferente del valor basal, p<0.01 (ANOVA para muestras independientes; post-

test Dunnet).

La administracion del excipiente (aceite de oliva) no modificé el nivel de Se
en plasma, que fue de 6.4 = 0.7 umol/L (Media £ DEM). La administracion de 100
mg/Kg de ebselén por via oral 1 h antes de la induccion de la isquemia hizo aumentar
significativamente la concentracion plasmatica de selenio hasta alcanzar un valor
maximo de 22.1 £ 10.6 umol/L a las 2 h tras su administracion, para disminuir
progresivamente hasta alcanzar valores similares a los basales a las 72 h. El valor
maximo obtenido con 10 mg/Kg de ebselén, alcanzado también a las 2 h tras la

administracion, fue de 10.3 £ 2.8 umol/L.

4.2.2.6- Actividad GSH-Px.

La actividad GSH-Px determinada en muestras de cerebro de ratas seudo-
isquémicas sin tratamiento fue de 20.0 £ 8.8 nmol de GSH consumido por miligramo
de proteina y por minuto (nmol/mg prot./min), y de 20.1 + 11.8 y 25.7 £ 99
nmol/mg prot./min en los grupos tratados con 10 y 100 mg/Kg de ebselén,

respectivamente. La administracion de ebselén no produjo variacion significativa de
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la actividad, aunque la media obtenida para el grupo tratado con 100 mg/Kg fue un

29% mayor que en el grupo control (figura 4.20).

[ Seudo-isquemia (n=9)

[1 Seudo-isquemia + excipiente (n=8)

Il Seudo-isquemia + excipiente + ebselén (100 mg/Kg, n=8)
30

254

N T |

15

10

Actividad GSH-Px
(nmol/mg prot./min)

Figura 4.20: Actividad GSH-Px del tejido cerebral en los grupos seudo-isquémico control y seudo-
isquémicos tratados con 10 y 100 mg/Kg de ebselén, 1 h tras la administracion. Los valores se
expresan en nmol de GSH consumido por minuto y normalizado respecto a la cantidad de proteina de
la muestra y representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) obtenida a partir de “n”

experimentos.

4.2.2.7- Niveles de GSH.

La cantidad de GSH obtenida en el hemisferio contralateral a la isquemia, sin

y con reperfusion, fue de 17.0 £ 2.4 y 17.4 £ 0.8 nmol por mg de proteina,
respectivamente. La isquemia no redujo la cantidad de GSH en el hemisferio
ipsilateral de forma apreciable, manteniendo valores muy similares a los del
hemisferio contralateral (16.1 £ 1.9 nmol/mg proteina). Sin embargo, tras 1 h. de
reperfusion se redujo significativamente la cantidad de GSH en el hemisferio
isquémico hasta 13.1 = 1.6 nmol/mg. proteina, siendo la diferencia significativa con

el contralateral y con el isquémico sin reperfusion, tal y como muestra la figura 4.21.

101



Fernando Jesus Pérez Asensio Resultados

] O-ACM 2h (n=6)
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Figura 4.21: Efecto de la reperfusion sobre la cantidad de GSH en el tejido cerebral de animales no
tratados con ebselén sometidos a una O-ACM de 2 h de duracién, sin y con reperfusion (1 h). Los
valores se expresan en nmol de GSH, normalizados respecto a la cantidad de proteina de la muestra, y
representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) obtenida a partir de “n” experimentos.

+++ Significativamente diferente del hemisferio contralateral del grupo con reperfusion, p<0.001 (test
de la ¢ de Student para muestras independientes).

* Significativamente diferente del hemisferio ipsilateral del grupo sin reperfusion, p<0.05 (test de la ¢

de Student para muestras independientes).

Los valores de GSH obtenidos en el grupo sometido a isquemia con
reperfusion  tratado con 10 mg/Kg de ebselén para los hemisferios ipsi- y
contralateral, fueron de 13.0 £ 3.7 y 17.4 + 3.1 nmol/mg proteina, respectivamente.
En el grupo tratado con 100 mg/Kg, los valores obtenidos fueron de 10.9 + 2.4y 15.4
+ 2.3 nmol/mg proteina. El tratamiento con la dosis menor de ebselén no alterd ni la
cantidad de GSH en el hemisferio contralateral ni su descenso en el hemisferio
sometido a isquemia con posterior reperfusion (figura 4.22). En el caso de la dosis
de 100 mg/Kg, los valores de GSH fueron menores en ambos hemisferios, aunque no

llegaron a alcanzar significacion estadistica en ninguno.
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Figura 4.22: Efecto del tratamiento con ebselén sobre los niveles de GSH en los hemisferios
ipsilateral y contralateral tras O-ACM de 2h con reperfusion (1h). Los valores se expresan en nmol de
GSH, normalizados respecto a la cantidad de proteina de la muestra, y representan la Media + Error
Estandar de la Media (EEM) obtenida a partir de “n” experimentos.

+ y +++ Significativamente diferente del hemisferio contralateral, p<0.05 y p<0.001, respectivamente

(test de la # de Student para muestras independientes).
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4.2.3- Inhibidor de sPLA;s: 12-epi-scalaradial.

4.2.3.1- Parametros hemodinamicos v metabolicos.

La administracion intracerebroventricular de 12-epi-scalaradial (0.005 y 0.5
ug/h), no origind diferencias significativas en la perfusion cerebrocortical entre el
grupo control y los tratados, ni durante la fase de isquemia ni durante la de
reperfusion, tal y como muestra la figura 4.23. La presion arterial sistémica no varid
debido al tratamiento, manteniéndose siempre en valores en torno a 100 mmHg en

los tres grupos en cada una de las fases del experimento.

[_] Control (n=11)
[ 12-epi-scalaradial 0.005 ug/h (n=10)
Il 12-epi-scalaradial 0.5 pg/h (n=7)
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Figura 4.23: Valores de perfusion cerebrocortical (PCC) y presion arterial sistémica (PAS) de los
grupos control y tratados con 12-epi-scalaradial (0.005 y 0.5 pg/h) sometidos a isquemia focal
transitoria de 90 min. Los valores de PCC y PAS se expresan como porcentaje de la PCC basal y

mmHg, respectivamente, y representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) de los valores

[ 1)

obtenidos en “n” experimentos.

Los valores medios de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales, en los tres

grupos a lo largo del experimento se resumen en la tabla 4.5. No se observaron
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diferencias significativas en los valores de pO,, pCO, y glucemia entre el grupo
control y el tratado. Tan s6lo se observd una pequeia diferencia significativa en el
pH arterial antes de la oclusion (valor de referencia) entre el grupo control y el
tratado (7.47 £ 0.04 y 7.52 + 0.03, respectivamente). Las diferencias que aparecen
dentro de los grupos son las que suceden debido a la isquemia, descritas en el
apartado 4.1.1, y que no se ven alteradas debido al tratamiento con 12-epi-

scalaradial.

Tabla 4.5: Valores de pO,, pCO,, pH y glucemia arteriales obtenidos en las diferentes etapas del
experimento, en los grupos control y tratados con 12-epi-scalaradial (Scl, 0.005 y 0.5 pg/h), sometidos

a isquemia de 90 min. de duracion.

Pre-OACM (0°) 45° OACM
Control Scl 0.005 Scl 0.5 Control Scl 0.005 Scl 0.5
pO; (mmHg) 12264154 11924180 128.9+19.1 107.04£26.0  100.6+12.8 112.4421.7
pCO; (mmHg) 7934538 28.743.5 27.743.3 36.2+10.0  37.5+4.6 36.4+7.5"
pH 7.48+0.05  7.50+0.04  7.52+0.03* 7.4140.06™ 7.40+0.05" 7.43+0.07"
Glucemia
92.0420.6  79.7+18.7  91.1%17.5 82.31243  71.2+184  90.74+24.5
(mg/dL)
n 12 11 7 12 11 7
90’ OACM Reperfusiéon
Control Scl 0.005 Scl 0.5 Control Scl 0.005 Scl 0.5
116.0+24.9 105.0+21.7 114.6+21.4 125.449.8 117.4+11.8 131.6423.3
39.249.5" 40.9+8.5" 34.746.2 31.846.0 34.346.0 32.745.2

7.37£0.077  7.36+0.057"  7.39+0.04™" 7.43£0.05 7.4140.057  7.43+0.037

92.0+25.3 76.5+16.8 77.4+16.4 91.0+20.1 60.7+17.37%% 80.6+14.9

11 11 7 8 11 7

Los valores se expresan en unidades absolutas, y estan tabulados como Media + Desviacion Estandar
de la Media (DEM) a partir de “n” experimentos. El valor de referencia en los tres grupos es el
existente previo a la oclusion (pre-OACM).

+ y ++ Significativamente diferente de los valores pre-OACM, p<0.05 y p<0.01, respectivamente
(ANOVA muestras repetidas; post-test Dunnet).

* y ** Significativamente diferente de la muestra equivalente en el grupo control, p<0.05 y p<0.01,

respectivamente (ANOV A para muestras independientes; post-test Dunnet).

105



Fernando Jesus Pérez Asensio Resultados

4.2.3.2- Mortalidad.

La mortalidad postquirirgica en los tres grupos fue similar. De los 11
animales del grupo control y 11 del grupo tratado con 0.005 pg/h de 12-epi-
scalaradial murieron 3 y 2, respectivamente, tras la intervencidon quirtrgica antes de
agotar el tiempo de supervivencia establecido en el protocolo experimental. De los 7

animales tratados con 0.5 pg/h de 12-epi-scalaradial, 2 murieron tras la cirugia.

4.2.3.3- Valoracién neuroldgica y volumen de infarto.

El estado neurologico de los animales tratados con 12-epi-scalaradial no
difirié significativamente del estado de los animales control, tal y como se observa
en la figura 4.24. El grupo control obtuvo una puntuacion de 4.1 + 1.8 (Media +
DEM), y los grupos tratados con 0.005 y 0.5 pug/h de 12-epi-scalaradial i.c.v.

obtuvieron una puntuacion de 3.1 £ 1.9 y 4.2 £ 1.6, respectivamente.

79 Control (n=8)
] [ 12-epi-scalaradial 0.005 pg/h (n=9)
B 12-epi-scalaradial 0.5 pg/h (n=5)

Puntuacioén neurolégica

Figura 4.24 Valoracion neuroldgica de los animales de los grupos control y tratados con 12-epi-
scalaradial (0.005 y 0.5 pg/h) a los 3 dias de supervivencia tras la isquemia focal transitoria. Los
valores se expresan como la puntuacion obtenida en el test neurologico, descrito en el apartado 3.3 de

la seccion de Material y Métodos, y representan la Media + Error Estandar de la Media (EEM) a

[ 1}

partir de “n” experimentos.

El tratamiento con 12-epi-scalaradial produjo un incremento en el tamafo de
infarto respecto del grupo control, que pasé de representar el 21.0 £ 4.1% (Media +

DEM) del hemisferio en el grupo control a un 22.0 £ 10.9% y un 28.54 £ 2.61% en
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los grupos tratados con 0.005 y 0.5 pg/h de 12-epi-scalaradial, respectivamente, tal y
como se muestra en la figura 4.25 izquierda. El volumen de infarto en el grupo
control fue de 145.9 +24.7 mm’ y de 164.8 + 86.8 mm’ y 211.5 + 12.17 mm’ (Media
+ DEM) en los grupos tratados con 0.005 y 0.5 pg/h, respectivamente. El volumen
del hemisferio contralateral fue de 699.2 + 56.6 mm’ en el grupo control y de 739.0 +
40.8 mm’ y 745.18 + 66.0 mm’ en los grupos tratados con 0.005 y 0.5 pg/h,
respectivamente. Las secciones cerebrales del grupo tratado con 0.5 pg/h de 12-epi-
scalaradial mostraron una mayor area infartada respecto al grupo sin tratamiento,
especialmente en las secciones 4 y 5 donde la diferencia alcanzd significacion

estadistica (figura 4.25 derecha).

= Control (n=8)
[ Control (n=8) o 12-gpi-scalaradial 0.005 pg/h (n=9)
45 4 [ 12-epi-scalaradial 0.005 ug/h (n=9) J 4 12-gpi-scalaradial 0.5 pg/h (n=5)
0] Bl 12-epi-scalaradial 0.5 ug/h (n=5) s0 T

*

404 | 8
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Figura 4.25: Representacion grafica del volumen de hemisferio infartado (izqda.) y la distribucion
por secciones del tejido infartado (dcha.) en los grupos control y tratados con 12-epi-scalaradial. Los
valores se expresan como porcentaje infartado del hemisferio completo (izqda.) y de cada una de las 7
secciones en que se ha dividido el cerebro (dcha.), y representan la Media + Desviacion Estandar de la
Media (DEM) obtenidas en “n” experimentos.

* Significativamente diferente del grupo control, p<0.05 (ANOVA para muestras independientes).

4.2.3.4- Evolucién ponderal.

El peso medio inicial de las ratas sometidas a isquemia fue de 363.7 £23.2 g
en el grupo control y 350.4 + 18.4 gy 372.6 £ 15.0 g (Media £ DEM) en los grupos
tratados con 0.005 y 0.5 pg/h de 12-epi-scalaradial, respectivamente. Tras el
implante de las cénulas soporte para las sondas de registro de la perfusion
cerebrocortical, las ratas (en ayunas) de los grupos control y tratados con ambas

dosis de 12-epi-scalaradial perdieron entre un 4.7% y un 5.3% del peso inicial,
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pesando inmediatamente antes de la induccion de la isquemia un 94.8 + 1.3%, un
94.7 £ 1.0% y un 94.8 £ 0.8% (Media £ DEM), respectivamente. Al cabo de tres dias
de evolucion, perdieron peso hasta alcanzar el 79.0 + 1.6%, el 80.8 £ 3.5% y el 78.7
+ 1.7% (Media + DEM), respectivamente, del peso inicial. No hubo diferencias en la

pérdida de peso entre ambos grupos.

4.2.3.5- Determinaciéon de MPO.

Se confirmo6 visualmente la infiltracion leucocitaria en el hemisferio sometido
a isquemia mediante la detecciéon inmunohistoquimica del enzima MPO en secciones
coronales de 10 um de grosor de ambos hemisferios. Las células marcadas tras tres
dias de supervivencia aparecen con frecuencia asociadas a las paredes de los vasos
sanguineos y en el parénquima cerebral (figura 4.26). En el hemisferio contralateral
tan solo aparece esporadicamente alguna célula marcada, asi como en las regiones

distales al infarto del hemisferio ipsilateral.

Figura 4.26: Microfotografias del hemisferio ipsilateral a la O/R-ACM tras un episodio isquémico
transitorio de 90 minutos y 3 dias de evolucioén. A: células inmunopositivas para MPO (de color
marroén oscuro) en el estriado (100 aumentos). B: Detalle a mayor aumento de células inmunopositivas

en las proximidades de un vaso sanguineo (400 aumentos).

La actividad MPO por gramo de tejido determinada en animales sometidos a
isquemia sin tratamiento (Media £ DEM) fue de 0.28 £ 0.20 y 0.83 £ 0.27 unidades de
actividad MPO por gramo de tejido (u.a. MPO/gr) en el hemisferio contralateral e ipsilateral
a la isquemia, respectivamente, siendo significativa la diferencia entre ambos hemisferios. El

tratamiento con 0.5 ug/h de 12-epi-scalaradial dio como resultado 0.02 + 0.03 u.a. MPO/g y
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1.65 + 0.71 u.a. MPO/g, respectivamente, siendo muy significativa la diferencia entre ambos
hemisferios. El tratamiento con 12-epi-scalaradial origind un incremento significativo de la
actividad MPO en el hemisferio sometido a isquemia, tal y como se muestra en la figura

4.27.
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Figura 4.27: Efecto del tratamiento con 12-epi-scalaradial intracerebroventricular sobre la actividad
MPO en el tejido cerebral sometido a isquemia focal transitoria. Los valores se expresan como
unidades de actividad MPO (1) por peso de tejido cerebral, y se representan como Media + Error
Estandar de la Media (EEM) obtenidos a partir del grupo control (n=5) y tratado (12-epi-scalaradial,
n=5).

+ y +++ Significativamente diferente del otro hemisferio, p<0.05 y p<0.001, respectivamente (test de
la ¢ para muestras independientes).

* Significativamente diferente del mismo hemisferio del grupo control, p<0.05 (test de la ¢ para
muestras independientes).

(T) Una unidad de actividad MPO (u.a.MPO) se define como la cantidad de MPO que produce un
incremento de 1.0 unidades de absorbancia en un minuto, medido a 470 nm y usando guaiacol como

sustrato.

La figura 4.28 muestra la relacién existente entre la actividlad MPO
determinada en los hemisferios infartados de los grupos control y tratado, y el
porcentaje de hemisferio infartado. Ambos grupos constituyen dos poblaciones

independientes.
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Figura 4.28: Relacion entre la actividad MPO en el hemisferio ipsilateral a la agresion isquémica y el

porcentaje de hemisferio infartado a los 3 dias en los grupos control y tratado, sometidos a un

protocolo de O/R-ACM de 90 min/3 d.
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5.1- MODELOS ANIMALES DE ICTUS: VENTAJAS Y LIMITACIONES.

A excepcion de la aplicacion de la terapia trombolitica dentro de las tres horas
que siguen a la instauracion del ictus en un grupo reducido de pacientes, actualmente
no existe otro tratamiento eficaz del ictus. Por lo que respecta a los farmacos
neuroprotectores, la probada eficacia de muchos de ellos en modelos animales no se
ha visto confirmada en la clinica. De hecho, alrededor de 11.000 pacientes han
participado en mas de 40 ensayos clinicos, sin que en ninguno de ellos se haya
obtenido evidencia alguna de su presunto efecto beneficioso (Goldstein, 2004). Las
razones por las que ha fracasado el traslado del laboratorio a la clinica pueden ser las
siguientes (de Lecifana y cols., 2001; Lestage y cols., 2002; Green y cols., 2003):

1. Efectos adversos de los farmacos. Muchas de las sustancias ensayadas no
pueden emplearse en humanos a las concentraciones a las que se ha
conseguido el efecto maximo en animales debido a los efectos adversos que
presentan, como ataxia y sedacion principalmente.

2. Ventana terapéutica, pauta y duracion del tratamiento. La ventana
terapéutica es el tiempo durante el cual la administracion del firmaco muestra
efectividad, y dependera del curso temporal de los cambios bioquimicos a los
que afecte el tratamiento. Muchos de estos cambios ocurren durante los
primeros momentos tras la oclusion, y frecuentemente las terapias s6lo son
administradas a los pacientes transcurridas varias horas tras el inicio de los
sintomas. La pauta de administracion y la duracion del tratamiento deben
adecuarse al proceso bioquimico que se quiere afectar, y también deben
tenerse en cuenta las diferencias en el metabolismo de los fArmacos entre las
distintas especies.

3. Monoterapia. El dafio isquémico es un proceso multifactorial y muchas
monoterapias pueden fallar debido a la redundancia de rutas que pueden
conducir a la muerte celular. Debido al riesgo de interacciones entre farmacos
y de los posibles efectos adversos debidos a sus diferentes cinéticas, es dificil
que se aprueben ensayos clinicos que combinen distintas sustancias. Por ello,
se hace necesario ensayar monoterapias que afecten a varios puntos de la

cascada isquémica en lugar de terapias excesivamente especificas.
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4. Cuantificacion de la proteccion. Muchos farmacos ensayados clinicamente
tienen efectos modestos en cuanto a neuroproteccién, lo que ha sido
cuestionado por varios autores que consideran precipitado su paso a ensayos
clinicos, llevados a cabo en condiciones mucho menos controladas que en
modelos animales. Ademads, el cerebro de rata tiene una proporciéon de
materia blanca muy inferior al humano, siendo el dafio en esta materia blanca
un componente muy importante del dano isquémico en humanos.

5. Modelo animal apropiado. Existen muchas variaciones personales de los
modelos principales, sin que ninguna pueda prevalecer claramente debido a la
falta de eficacia de los farmacos en ensayos clinicos. Sin embargo, el modelo
de oclusion de la ACM con reperfusion es el mas aceptado en la actualidad.
Los farmacos se han mostrado mas efectivos en los casos de isquemia con
reperfusion, probablemente debido a que pueden alcanzar la zona afectada o
bien interferir en los procesos de dafio originado por la propia reperfusion. En
el paciente puede originarse o no la reperfusion espontdnea tardia,
limitandose asi la eficacia de los distintos tratamientos, como por ejemplo
tirilazad, que si se han mostrado efectivos en modelos animales de oclusion
transitoria. También es cierto que en la mayor parte de los estudios con
modelos, éstos se han llevado a cabo con animales sanos y jovenes, mientras
que el sujeto de un estudio clinico suele ser un paciente de edad avanzada y
frecuentemente con otras patologias concomitantes.

A causa de lo senalado en el ultimo punto, se ha puesto en duda
frecuentemente la capacidad de los modelos animales para predecir la eficacia clinica
de los posibles agentes neuroprotectores. Sin embargo, los modelos experimentales
continiian siendo necesarios. Los motivos practicos por los que el uso de modelos
animales es imprescindible para el estudio de la fisiopatologia y tratamiento de la
isquemia cerebral son los siguientes (Ginsberg y Busto, 1989; Ginsberg, 2003; Green
y cols., 2003):

1. Los episodios isquémicos en humanos muestran una gran diversidad de
manifestaciones, causas y localizaciones anatomicas, lo que dificulta el uso

de métodos analiticos en estudios clinicos.
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2. Para llevar a cabo investigaciones histopatologicas, bioquimicas y
fisiologicas es imprescindible recurrir a procedimientos invasivos y al
acceso directo al tejido cerebral.

3. Los eventos que tienen lugar en los primeros momentos de la agresion
isquémica solo pueden ser estudiados en animales de laboratorio.

4. Los modelos in vitro de cortes de tejido o de cultivos celulares carecen de
vascularizacion, lo que impide el control de la perfusién, factor clave en
todo el proceso isquémico.

5. Los modelos proporcionan evidencias de la eficacia in vivo de los presuntos
farmacos neuroprotectores.

6. Las variables fisiologicas (glucemia, temperatura, presion arterial, etc.) que
pueden afectar al dafo isquémico y que muestran correlacion con la clinica
estan controladas, condicion indispensable para la comparacion de

hipadtesis.

5.2- OCLUSION DE LA ACM MEDIANTE LA TECNICA DEL FILAMENTO
INTRALUMINAL.

En los modelos de isquemia focal permanente, revisados por Ginsberg y
Busto (1989), son los animales genéticamente hipertensos (razas SHR y stroke-prone
SHR) los mas adecuados en cuanto a que desarrollan un mayor tamafio y una menor
variabilidad del mismo. Sin embargo, las diferencias morfoldgicas y fisiologicas
respecto a las cepas normotensas hacen que estas razas no sean las mas adecuadas
para el estudio de terapias neuroprotectoras debido a la posible diferencia en la
respuesta a los tratamientos que pudieran mostrar. Dentro de los animales
normotensos sometidos a OACM permanente, inducida también mediante
variaciones del método de Tamura y cols. (1981), las mas adecuadas son las ratas de
la raza Fisher-344 (106 + 21 mm’, Media + DEM) y Sprague-Dawley (99 + 33 mm’),
siendo las de la raza Wistar las de mayor variabilidad y menor tamafio de infarto (62
+ 30 mm’). Sin embargo, estudios preliminares llevados a cabo en nuestro
laboratorio han permitido seleccionar el modelo de isquemia focal transitoria por

oclusion de la ACM durante 90 minutos y 3-7 dias de reperfusion, empleando la

115



Fernando Jesus Pérez Asensio Discusion

técnica del filamento intraluminal, en ratas de la raza Wistar debido a su mayor
homogeneidad en cuanto a tamafio de infarto y reproducibilidad respecto a la raza
Sprague-Dawley. Una posible explicacion de ello se encuentra en la elevada
variabilidad anatomica de la ACM descrita en ratas Sprague-Dawley (Fox y cols.,
1993). Nuestros resultados concuerdan con los publicados con anterioridad por
Aspey y cols. (2000), que encuentran una homogeneidad similar en cuanto a tamafio
de infarto entre las razas Wistar y Fischer-344 y claramente superior a las Sprague-
Dawley, tras una isquemia de 2 h de duracién y 70 h de reperfusion. Sin embargo, 2
h de oclusion de la ACM en nuestro laboratorio dieron como resultado una
mortalidad postquirtrgica cercana al 40%, siendo nula segin Aspey y cols. (2000).
Reducir el tiempo de la isquemia a 90 min redujo la mortalidad postquirargica (25%)
sin reducir el tamafio de infarto, aproximandola a la encontrada en la raza Sprague-
Dawley (20%) en nuestro laboratorio. Ademas, dentro de las posibles fuentes de
variacion, algunos autores han llegado a indicar la existencia de diferencias en la
respuesta a la isquemia dentro de la misma raza dependiendo del suministrador, e
incluso entre diferentes envios del mismo suministrador (Pulsinelli y Buchan, 1988),
por lo que se hace imprescindible caracterizar previamente a la realizacion de
cualquier estudio, el modelo que se pretende emplear.

El episodio de 90 min. de isquemia y 3 dias de reperfusion inducido en las
ratas de raza Wistar tuvo como resultado un infarto de 185.7 + 100.20 mm’, lo que
representa un 25.3% + 13.8% del volumen del hemisferio cerebral. Aspey y cols.
(2000), sometiendo a ratas a un episodio de isquemia de 2 h seguido de 22 6 70 h de
reperfusion, han demostrado que el tiempo de reperfusion incrementa el tamafio del
infarto (151.7 + 50.3 mm’ y 238.0 £ 20.3 mn’, respectivamente). Nuestros
resultados sitian el tamafio de infarto en un punto intermedio.

La localizacién de la sonda laser-Doppler permitiéo medir la perfusion cortical
en el territorio de la ACM en un punto distal a su origen en el poligono de Willis. Se
trata, por tanto, de una zona de “penumbra”, alejada de la regidon intensamente
isquémica que consitituird el nucleo del infarto resultante. La oclusion intraluminal
de la ACM origin6 un descenso de la PCC hasta alcanzar valores de media proximos

al 40% de la perfusion control mientras durd la oclusion. El descenso de la PCC
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ipsilateral fue significativo respecto a la PCC contralateral. La extension de la lesion
isquémica depende fundamentalmente de dos factores: el grado de reduccion del FSC
y de la duracion del episodio isquémico (Hossmann, 1994a; Soriano y cols., 1997).
Asi, para un determinado periodo de tiempo de isquemia, el desarrollo y la extension
de la lesion es consecuencia del descenso de la PCC por debajo de un determinado
umbral. Los valores de PCC obtenidos en nuestros experimentos concuerdan con lo
observado en otros estudios de isquemia focal mediante la oclusion de la ACM,
independientemente de la técnica empleada para la medicion local de la perfusion
(Tamura y cols., 1981; Nagasawa y Kogure, 1989 Dalkara y cols., 1994a; Soriano y
cols., 1997).

La retirada del filamento intraluminal origind, por lo general, un rapido
ascenso en los valores de PCC hasta alcanzar valores de perfusion superiores a los
preisquémicos y a los existentes en el hemisferio contralateral, aunque también se
dieron algunos casos en los que el incremento de PCC fue lento e incluso inexistente
(fenémeno de “no reflujo”) durante el tiempo de monitorizacion. Nuestras
observaciones estan en concordancia con lo hallado en otros trabajos, donde también
se ha observado la recuperacion de la PCC tras la retirada del filamento oclusor hasta
niveles ligeramente inferiores (Iadecola y cols., 1996) o superiores (Soriano y cols.,
1997) a los preisquémicos.

Las dos principales criticas que se le pueden hacer a la técnica del filamento
intraluminal son la posibilidad de reperfusion prematura y la induccion de
hemorragia subaracnoidea. Schmid-Elsaesser y cols. (1998) indicaron que la
monitorizacion de la perfusion cortical permite tomar rapidamente las medidas
oportunas para corregir el primero de los casos, sin que ello afecte al tamano de
infarto resultante, y descartar a los animales del estudio en el segundo. En nuestros
experimentos, los casos de hemorragia subaracnoidea severa provocada por la
perforacion de la ACM al colocar o retirar el filamento oclusor y comprobados
postmortem, fueron esporadicos y se distinguian claramente debido a una caida
brusca de la perfusion a niveles inferiores a los existentes durante la oclusion y un
elevado incremento casi simultdneo de la presion arterial sistémica. Estos animales

fueron descartados del estudio.
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Se ha descrito con anterioridad que ciertos anestésicos inhalables, como el
isoflurano, tienen efectos neuroprotectores a corto pero no a largo plazo (Kawaguchi
y cols., 2000; Warner, 2000; Gelb y cols., 2001). Estos anestésicos volatiles
provocan dilatacion de las arteriolas (Inoue y cols., 2002) y, en concreto el halotano,
incrementa la velocidad del flujo cerebral (Paut y cols., 2000). Ademas de posibles
mejoras en la perfusion cerebral, los anestésicos generales pueden inhibir la
generacion de RLs disminuyendo el metabolismo oxidativo y previniendo cambios
redox en la hemoglobina, asi como la elevacion de la concentracion de glutamato
extracelular (Wilson y Gelb, 2002). Observaciones hechas en nuestro laboratorio,
utilizando halotano como agente anestésico, muestran un ligero incremento en la
PCC ipsilateral en el area de la penumbra durante la fase de oclusion. En el presente
estudio se ha observado que este incremento sucede también, y de forma mas
acusada, tanto en animales seudo-isquémicos como en el hemisferio contralateral de
aquellos sometidos a isquemia. Asi, este incremento en la perfusion observado puede
deberse, al menos en parte, al empleo de halotano como anestésico, aunque no puede
descartarse que también se deba a la ligera acidificacion e hipercapnia arteriales
observadas durante la oclusion de la ACM, y que revierten a los valores control tras
permitir la reperfusion. Sin embargo, esta vuelta del pH y pCO; a los valores
existentes antes de la oclusion tras permitir la reperfusion no se ve reflejada en la
PCC, al menos durante las primeras fases de la reperfusion. Estos cambios en las
presiones parciales de los gases y pH podrian deberse, al menos en parte, a los
efectos depresores de la anestesia sobre el sistema cardiorrespiratorio. Sin embargo,
la monitorizacion de las presiones parciales de los gases y el pH en sangre, junto a la
ventilacidon mecdnica, permiten minimizar estos cambios manteniendo al animal
siempre en condiciones Optimas de ventilacion. Los cambios observados entre el
grupo seudo-isquémico y el isquémico (mayor acidificacion, hipercapnia e hipoxia
que el grupo seudo-isquémico) durante la fase de oclusion tienen su origen, por tanto,
en la propia isquemia.

En el caso de la PAS se observo un incremento ligero y transitorio tras la
oclusion, asi como un ligero descenso también transitorio tras la retirada del

filamento. En ambos casos se recupero la PAS hasta los valores previos a la oclusion
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transcurridos unos minutos. No se han encontrado observaciones similares en la
bibliografia existente, quizds debido a la generalizada falta de monitorizacién
continua de estos parametros hemodindmicos y metabdlicos.

Para minimizar los efectos de las variaciones interanimales de glucosa en
plasma, se mantuvo a los animales en ayunas durante 24 h previo a la induccion de la

isquemia.

5.3- EVALUACION DEL POTENCIAL NEUROPROTECTOR.
5.3.1- Inhibidor de iNOS: 1400W.

Esta bien documentado que el NO se forma tanto durante como después de la
isquemia, y que puede ejercer efectos tanto protectores como deletéreos dependiendo
de factores tales como la isoforma de NOS implicada, el tipo celular que lo produce
y el momento en que es producido. Asi, inmediatamente tras el inicio de la isquemia,
el NO liberado desde el endotelio por la activacion de la isoforma eNOS es
neuroprotector promoviendo fundamentalmente la vasodilatacion. Sin embargo, tras
la isquemia el NO producido por la sobreactivacion de la isoforma neuronal (nNOS)
y, de forma mas tardia, el NO producido por la expresion de la isoforma inducible
(INOS), contribuyen al dafio cerebral (revisado por Moro y cols., 2004). En este
sentido, se ha demostrado la expresion tanto de mRNA como de la proteina iNOS
tras la isquemia transitoria o permanente en roedores (ladecola y cols., 1995a;
Grandati y cols., 1997), en modelos in vitro de isquemia cerebral (Moro y cols.,
1998; Cardenas y cols., 2000b, 1998), y se ha confirmado su expresion en infartos
cerebrales en humanos (Forster y cols., 1999). La iNOS es capaz de sintetizar NO en
grandes cantidades y durante largos periodos de tiempo, lo que la hace
probablemente la isoforma involucrada en los mecanismos de neurotoxicidad y dafio
cerebral tras la isquemia cerebral (revisado por Alderton y cols., 2001).

La inhibicion de la sintesis de NO mediante inhibidores de la NOS ha sido
una de las alternativas farmacoldgicas investigadas para el tratamiento de la isquemia
cerebral. La administracion de inhibidores no selectivos ha conducido a resultados
diversos, tanto en modelos de isquemia permanente como transitoria (Nishikawa y

cols., 1993; Ashwal y cols., 1994; Hamada y cols., 1995; Quast y cols., 1995), lo que
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ha dirigido la busqueda hacia el uso de inhibidores selectivos de las distintas
isoformas de NOS (eNOS, nNOS e iNOS).

Por otra parte, la participacion del glutamato en la fisiopatologia de la
isquemia cerebral estd ampliamente documentada. En la fase temprana tras la
interrupcion del FSC, se produce un déficit de oxigeno y glucosa en el tejido cerebral
que origina, a su vez, la disminucion de los niveles de ATP (Madl y Burguesser,
1993). Como consecuencia se produce la inversiéon en el funcionamiento de los
transportadores neuronales de glutamato (Jabaudon y cols., 2000; Rossi y cols.,
2000) y éste se acumula en el espacio extracelular sobreactivando sus receptores,
principalmente los del tipo NMDA (Choi y Rothman, 1990; Beal, 1992; Castillo y
cols., 1996). Esta sobreactivacion determina, a su vez, la progresion del accidente
cerebrovascular isquémico y el subsiguiente deterioro neuroldgico (Castillo y cols,
1997; Davalos y cols., 1997; Serena y cols., 2001). Sin embargo, tras la reperfusion
algunos mecanismos son capaces de provocar también un descenso en los niveles de
ATP, y con ello la subsiguiente liberacion de glutamato. Por ejemplo, el NO es capaz
de provocar el descenso de ATP a través de diversos mecanismos como la inhibicion
de la respiracion mitocondrial, inhibicion de la glicdlisis a nivel de la gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa, y la activacion de la poli-ADP ribosa polimerasa (Bolafios
y Almeida, 1999; Cooper, 1999; Bal-Price y Brown, 2001; Brown y Borutaite, 2002;
revisado por Stewart y Heales, 2003).

La hipotesis evaluada en el presente estudio es que el NO producido por la
iINOS tras la isquemia origina el descenso en los niveles de ATP, lo cual, a su vez,
provoca la liberacion tardia de glutamato. Esta secuencia podria contribuir a la
progresion del infarto. Para evaluar dicha hipdtesis se ha utilizado el inhibidor de
iNOS 1400W. En contraste con aminoguanidina, un inhibidor de la iNOS usado
como neuroprotector en isquemia focal en ratas que también inactiva a las isoformas
constitutivas de NOS (Iadecola y cols., 1995b; Wolff y Lubeskie, 1995; Iadecola y
Ross, 1997), 1400W es un inhibidor irreversible (o reversible pero extremadamente
lento en su liberacion) de la iNOS. Mas atn, la concentracion fisiologica de L-

arginina es capaz de revertir la débil inhibicion que el 1400W puede ejercer sobre las

120



Fernando Jesus Pérez Asensio Discusion

isoformas constitutivas (eNOS y nNOS) sin afectar a su efecto inhibidor sobre la
actividad iNOS (Garvey y cols., 1997).

La administracion cronica de 1400W por via intracerebroventricular (1.5, 5y
15 pg/h) ha resultado neurotdxica. Un 80% de los animales a los que se administro la
dosis de 15 pg/kg murieron tras el implante de la cénula de administracion
intracerebroventricular, mientras que un 83% de los de las dosis inferiores (en
conjunto) lo hicieron tras la isquemia. El traumatismo cerebral que supone el
implante de la canula intracerebroventricular no parece ser la causa de este efecto
deletéreo, ya que los animales control con infusién de solucion salina fisiologica no
presentaron tamafios de infarto e indice de mortalidad superiores a los de los
animales sin el implante sometidos a isquemia (de hecho fueron ligeramente
inferiores). 1400W deriva de bis-isotioureas, pero es mucho menos toxico que ellas,
tolerando bien infusiones intravenosas de 120 mg/kg/dia en rata (Garvey y cols.,
1997). Posiblemente, la administracion intracerebroventricular directa de 1400W
hace que se alcancen concentraciones locales muy elevadas del farmaco en el tejido
cerebral, que pueden a inhibir a la isoforma endotelial de la NOS, pese a ser mucho
menos afin como inhibidor de esta isoforma, y con ello agravar el infarto resultante
tras la isquemia. Sin embargo, no deben descartarse otros mecanismos neurotoxicos
desconocidos, como pone de manifiesto el hecho de que los animales que recibieron
mayor dosis murieran a las pocas horas del implante de la canula i.c.v., sin
habérseles inducido la isquemia.

El resto de animales empleados en el presente estudio recibieron 2.5 mg/kg/h
de 1400W intraperitonealmente. Esta dosis es equivalente a la usada en estudios
previos (Parmentier y cols., 1999; Armengou y cols., 2003). Nuestros resultados
muestran el efecto beneficioso de 1400W en términos de disminucion tanto del
volumen de infarto como del déficit neurofuncional, un efecto concomitante con la
inhibicion de la liberacion de glutamato y la disminucion de los niveles de ATP
producidos por la isquemia.

La administracion intraperitoneal de 1400W no provoco alteraciones en las
variables hemodindmicas cerebrales y sistémicas (PCC y PAS). Otros autores han

descrito que determinados inhibidores no selectivos de la NOS como N®-nitro-L-
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arginina metil éster (L-NAME), acetato de N®-metil-L-arginina (L-NMMA) y L-N°-
(1-iminoetil) ornitina (L-NIO), provocan bradicardia, aumento de la PAS y
disminuyen el didmetro de las arterias piales y del FSC de forma dosis-dependiente
(Rees y cols., 1990; Prado y cols., 1992). Nuestros resultados son compatibles con el
hecho de que 1400W no parece influir en la actividad de la isoenzima eNOS, la cual
participa en la regulacion del tono arterial. Los valores relativos de PCC durante las
fases de isquemia y de reperfusion fueron practicamente idénticos entre los grupos
control y tratado con 1400W. La PAS tampoco vari6 entre ambos grupos,
manteniéndose siempre entorno a los 100 mmHg de media.

Aunque la pérdida de peso fue ligeramente inferior en los animales tratados
con 1400W que en el grupo control, lo que evidenciaria un mejor estado de los
animales, las diferencias no llegaron a ser significativas.

En nuestro modelo de isquemia cerebral focal transitoria la iNOS se expresa a
las 2-4 horas tras el inicio de la isquemia, alcanzando su maximo a las 12-24 horas.
Estos datos concuerdan con los obtenidos previamente por otros investigadores
(Iadecola y cols., 1995a). Nuestros resultados han puesto de manifiesto la expresion
de iNOS tanto en corteza como en estriado. La expresion de iNOS en el estriado es
menor y se encuentra retrasada en comparacion con la de la corteza, probablemente
debido a la menor y mas tardia sintesis proteica general descrita en estudios previos
realizados en ratas sometidas a 90 min de OACM y 72 h de reperfusion (Kokubo y
cols., 2003). Abe y cols. (1988) pusieron de manifiesto que las diferencias entre
ambas areas no son debidas a diferencias en la perfusion durante las fases de
isquemia y reperfusion, lo que pone de manifiesto una susceptibilidad a la isquemia
distinta entre ambas areas, mayor en el caso del estriado.

Como se ha comentado en parrafos anteriores, estd bien documentado que
NO, ONOO" y determinados farmacos dadores de NO, pueden causar disminucion de
ATP a través de diversos mecanismos. Teniendo en cuenta que es un inhibidor
especifico de la iNOS, es probable que el 1400W ejerza su efecto neuroprotector
inhibiendo la sintesis de NO y la subsiguiente deplecion de ATP mediada por NO
tras la isquemia. En este sentido, se ha observado que las estrategias que reducen o

retrasan el descenso de ATP tienen efecto neuroprotector (Kass y Lipton, 1989;
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Bickler y Buck, 1996; Riepe y cols., 1997; Cardenas y cols., 2000a; Galefti y cols,
2000; Moro y cols., 2000; De Cristobal y cols., 2001, 2002; Largeron y cols., 2001;
Hurtado y cols., 2003). En el presente trabajo se ha puesto de manifiesto que el
tratamiento postisquémico con 1400W induce una recuperacion parcial de los niveles
de ATP tras el descenso tardio de este nucledtido originado por la isquemia. Este
efecto sucede a las 4 h en la corteza y a las 6 en el estriado, de acuerdo con el
transcurso temporal de la expresion de iNOS. Posiblemente, otros mecanismos
distintos a la expresion de iNOS deben ser responsables del descenso atin mas tardio
del ATP cortical, ya que el 1400W no pudo contrarrestarlo.

Es bien conocido que el aminodcido excitador glutamato juega un papel
predominante en la patogénesis del dafio cerebral isquémico (Choi y Rothman, 1990;
Beal, 1992; Castillo y cols., 1996). La liberacién inicial de glutamato inducida por la
isquemia severa ocurre rapidamente y es debida fundamentalmente al
funcionamiento inverso de los transportadores neuronales de glutamato (Jabaudon y
cols., 2000; Rossi y cols., 2000). Este funcionamiento inverso ocurre cuando los
gradientes i0nicos a través de la membrana plasmatica se ven alterados debido al
descenso en los niveles de ATP tras la isquemia (Madl y Burgesser, 1993; Santos y
cols., 1996; de Cristobal y cols., 2001). Adicionalmente, ha sido descrita una
segunda y retrasada elevacion de glutamato que posiblemente contribuye a la
progresion del dafio cerebral (Matsumoto y cols., 1996; Taguchi y cols., 1996; Mori
y cols., 2004). De forma consistente con esto, hemos encontrado que el 1400W
disminuye la elevacion tardia de los niveles extracelulares de glutamato en el
estriado tras la isquemia, determinados por microdidlisis, tal y como se esperaba
segun su efecto inhibidor sobre la actividad iNOS. Pese a que no se midieron los
niveles corticales de glutamato, se ha descrito una elevacion secundaria a las 5 horas
tras la isquemia focal transitoria en rata (Mori y cols., 2004), de acuerdo con el
transcurso temporal de la expresion de iNOS y el descenso de ATP observados en el
presente estudio. De acuerdo con esto, Hurtado y cols. (2003) han encontrado que las
sustancias que son capaces de reducir el descenso en los niveles de ATP también
inhiben el aumento en los niveles de extracelulares de glutamato. Resultados previos

de otros investigadores muestran que los dadores de NO son capaces de inducir la
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liberacion de glutamato tanto en preparaciones in vivo como in vitro (Takita y cols.,
1997; Trabace y Kendrick, 2000; Bal-Price y Brown, 2001). Por ultimo, el hecho de
que agentes que inhiben la sintesis astrocitica de la proteina S-100p, inductora de la
sobreexpresion de iNOS, son capaces también de disminuir el incremento tardio de
los niveles extracelulares de glutamato (Mori y cols., 2004), aporta una evidencia
mas a favor de nuestra hipotesis.

En humanos, la presencia de concentraciones elevadas de metabolitos del NO
en el LCR durante la primera hora del accidente cerebrovascular agudo predice la
degeneracion neurologica temprana (Castillo y cols., 2000). La sensibilidad de los
métodos para la deteccion de los metabolitos de NO en el plasma no permite su
determinacion tras el accidente cerebrovascular, impidiendo su utilizacion como un
marcador util del dafio cerebral mediado por NO. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que los niveles plasmaticos de L-arginina, el sustrato para la generacion
de NO, descienden tras la isquemia en pacientes, obteniéndose correlacion inversa
con el tamano de infarto de forma que son significativamente inferiores en pacientes
que sufrirdn deterioro neuroldgico temprano. Estos mismos resultados se han
observado en ratas sometidas a isquemia focal permanente, siendo minimizados con
la administracion postisquémica de 1400W (Armengou y cols., 2003). En nuestro
modelo de isquemia focal transitoria, la administracion de 1400W también inhibe
parcialmente el descenso de los niveles de L-arginina en plasma, lo que sugiere, por
una parte, que dicho descenso se debe a la generacion de NO tras la induccion de la
actividad iNOS, y por otra que la determinacion de los niveles de L-arginina en
sangre puede ser util para evaluar los efectos neurotoxicos de la generacion de NO.
Los datos existentes en la literatura indican que la administracion de L-arginina
puede tener un efecto neuroprotector cuando se realiza antes de las 2 h desde el inicio
de la isquemia, pero incrementa el volumen de infarto si la administracion se retrasa
24 h (Iadecola y cols., 1995b; Zhang y cols., 1995). Estos resultados apoyan nuestra
hipotesis acerca del efecto deletéreo del NO producido de forma tardia.

La determinacion de los niveles plasmaticos de L-glutamato muestra que los
niveles de este aminoacido se encuentran aumentados en sangre, incluso a tiempos

posteriores que en el tejido cerebral. La inhibicién del incremento de los niveles
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plasmaticos de glutamato con 1400W sugiere que dicho incremento procede de la
liberacion cerebral de glutamato inducida por la isquemia focal, posiblemente debido
a la alteracion de la BHE, y pone de manifiesto su posible utilidad como marcador
para la deteccion temprana de aquellos pacientes con infarto agudo susceptibles de
sufrir deterioro neuroldgico temprano tras el inicio de la isquemia. Los datos
obtenidos en este estudio sugieren que la deplecion de ATP mediada por iNOS puede
ser uno de los mecanismos que contribuya al deterioro neurologico temprano, suceso
que ocurre en un 20-40% de los accidentes cerebrovasculares agudos y que sufren de
una peor prognosis, y en los cuales se ha demostrado una elevacion mantenida de
glutamato (Castillo y cols., 1997; Davalos y cols., 1997; Serena y cols., 2001). Los
datos obtenidos en este estudio muestran que el efecto protector de 1400W tanto en
la deplecion de ATP, elevacion de los niveles cerebrales de glutamato, disminucion
de los niveles de L-arginina en sangre, asi como de la elevacion de los niveles de L-
glutamato en sangre, es parcial. Una causa importante de la disminucion tardia de
ATP tras la isquemia parece ser, por lo tanto, el NO liberado por la iNOS. Sin
embargo, no puede descartarse una contribucion del NO sintetizado por la nNOS,
isoforma constitutiva que también media el dafio neuronal tras la isquemia cerebral
(revisado por Moro y cols., 2004) y que no se inhibe con inhibidores selectivos de la
iINOS. La inhibicion selectiva de la nNOS neuronal provoca, en todos los trabajos
consultados, disminucion del volumen de infarto tras isquemia cerebral permanente o
transitoria (Yoshida y cols., 1994; Nagafuji y cols., 1995; Zhang y cols., 1996; Escott
y cols., 1998). Estos resultados concuerdan con el hecho de que en ratones carentes
de esta isoforma, el tamafio del infarto tras isquemia cerebral permanente es menor
que en ratones normales (Huang y cols., 1994; Hara y cols., 1996). Todas estas
evidencias apoyan el interés de evaluar la eficacia terapéutica de la combinacion de
inhibidores selectivos para ambas isoformas (nNOS e iNOS), una estrategia que
quiza pueda aumentar la proteccion celular frente al accidente cerebrovascular
isquémico.

En resumen, nuestros datos indican que la oclusion transitoria de la ACM
induce la expresion de iNOS en el cerebro y la sobreproduccion tardia de NO,

fenémeno que a su vez media la deplecion de ATP y la liberacion de glutamato. Esta
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secuencia podria contribuir al desarrollo del infarto, lo que comportaria importantes
implicaciones terapéuticas. El efecto neuroprotector de 1400W, junto con el
conocido efecto protector del uso de oligonucledtidos antisentido frente al gen de la
iNOS (Parmentier-Batteur y cols., 2001), asi como los resultados obtenidos con
ratones knockout deficientes para la iNOS (Iadecola y cols., 1997), confirman que la
produccion de NO a partir de la iNOS contribuye al dafio producido por la isquemia
cerebral y confirma la posible utilidad de la determinacion de L-arginina y L-
glutamato en plasma como marcadores del dano producido por la

isquemia/reperfusion (Armengou y cols., 2003).

5.3.2- Antioxidante exdgeno: Ebselén.

Est4d generalmente aceptado que determinados RLs y especies reactivas del
oxigeno estan implicados en la fisiopatologia de la isquemia cerebral, especialmente
tras la reperfusion espontdnea o trombolitica. Esta afirmacion se sustenta tanto en
estudios en los que se ha medido directamente la produccion de RLs en el tejido
cerebral (Peters y cols., 1998; Mori y cols., 1999), como en estudios que han
proporcionado evidencias indirectas basadas, por un lado en los efectos deletéreos
que los RLs y las especies reactivas del oxigeno producen en las macromoléculas
celulares, y por otro lado en el uso de animales transgénicos y knockout con niveles
de enzimas prooxidantes y antioxidantes alterados (Oliver y cols., 1990; Polidori y
cols., 1998; Chan, 2001). Tanto las moléculas secuestradoras de RLs (p. ¢j. acido
ascorbico, a-tocoferol, etc.), como las enzimas antioxidantes (p. ej. superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) tienen funciones detoxificantes durante el
funcionamiento celular normal (Matés, 2000). Sin embargo, la reoxigenacion subita
durante la reperfusion postisquémica induce la sobreproduccion de EROs y RLs, la
inactivacion de las enzimas antioxidantes y el consumo de los antioxidantes
endogenos, lo que conduce al dano cerebral mediante el dafio directo a las
macromoléculas celulares (lipidos, proteinas, &cidos nucleicos), asi como a la
activacion de rutas de transduccion de sefiales caracteristicas del estrés oxidativo

(Chan, 2001).
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Las terapias antioxidantes empleadas en el tratamiento de determinadas
enfermedades neuroldgicas agudas y cronicas se basan en el uso de diferentes tipos
de antioxidantes, bien de origen endogeno, bien exdgenos (naturales) o bien
sintéticos (Delanty y Dichter, 2000). Las principales limitaciones del empleo de
enzimas antioxidantes endogenas son su gran tamafio, lo que restringe su
permeabilidad celular, su corta vida media circulante, su antigenicidad y también su
precio (Cuzzocrea y cols., 2001). Por el contrario, con el uso de antioxidantes no
enzimaticos y de bajo peso molegular se puede lograr una buena penetracion a través
de la BHE (Gilgun-Sherki y cols., 2001).

La hipdtesis evaluada en el presente estudio es que la isquemia cerebral
transitoria es capaz de eliminar la actividad peroxidasa endoégena, y con ella una de
las principales defensas antioxidantes frente al dafio producido por los RLs y EROs
producidos durante la isquemia/reperfusion. Para evaluar dicha hipdtesis se ha
utilizado el compuesto mimético de la glutation peroxidasa ebselén.

El ebselén es un compuesto selenoorganico, lipofilico y de pequefio tamafio,
con actividad mimética de la glutation peroxidasa y capaz de reaccionar directamente
con el ONOQO' y de inhibir a enzimas prooxidantes, entre otras actividades (Parnham
y Sies, 2000). Estudios previos han puesto de manifiesto la eficacia neuroprotectora
del ebselén, evaluada histolégicamente 4 h tras isquemia focal transitoria (Dawson y
cols., 1995), 24 h tras isquemia focal permanente (Takasago y cols, 1997), y 24 h tras
un episodio de hipoxia/isquemia (Knollema y cols., 1996). Estos resultados
motivaron al Japanese Ebselen Study Group a llevar a cabo ensayos clinicos que han
mostrado efectos beneficiosos en el tratamiento del accidente cerebrovascular
isquémico (Yamaguchi y cols., 1998) y en la oclusién aguda de la ACM (Ogawa y
cols., 1999). Estudios posteriores en roedores y conejos han mostrado la eficacia
neuroprotectora de una formulacidon intravenosa del ebselén tras isquemia cerebral
focal (Imai y cols., 2001, 2003; Lapchak y Zivin, 2003), asi como efectos
antineuroapoptdticos tras una isquemia focal relativamente poco severa (30 min)
(Namura y cols., 2001). Los tiempos de supervivencia de los animales establecidos
en estos estudios han sido relativamente cortos (Dawson y cols, 1995; Takasago y

cols, 1997; Imai y cols., 2001,2003; Lapchak y Zivin, 2003), y las agresiones
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isquémicas relativamente moderadas (Namura y cols., 2001). Evidencias obtenidas
en cultivos neuronales parecen indicar la necesidad de las células de disponer de
capacidad antioxidante durante los primeros momentos (24 h) tras la agresion que
induce el estrés oxidativo y la neurotoxicidad mediada por glutamato (explantacion e
inicio del cultivo), mientras que los tratamientos prolongados con antioxidantes no
alteran la supervivencia normal de las células (Perry y cols., 2004). En el presente
estudio se ha combinado una isquemia mas severa (2 h de oclusion) con un tiempo de
reperfusion/supervivencia mas prolongado (7 dias) para ensayar el posible efecto
neuroprotector mantenido del ebselén administrado en forma de bolo oral (10 y 100
mg/kg). Tras la isquemia se determinaron los niveles cerebrales de glutation reducido
(GSH) como marcador del estrés oxidativo, ademas de la actividad glutation
peroxidasa, niveles de selenio en plasma, volumen de infarto y estado neurologico de
los animales.

En cuanto a los posibles efectos hemodinamicos de ebselén, se puso de
manifiesto que durante la oclusion de la ACM la reduccion de la PCC fue menor en
los animales tratados con la dosis mas alta de ebselén (100 mg/kg) que en los grupos
control y tratado con la dosis mas baja (10 mg/kg). De modo similar, la PCC durante
la reperfusion fue mayor en el primero de estos tres grupos que en los dos restantes.
La presion arterial, pese a ser ligeramente superior en los dos grupos tratados, se
mantuvo siempre dentro de valores considerados como normotensos.

Aunque el ebselén ha sido propuesto como una sustancia segura en ensayos
clinicos (Yamaguchi y cols., 1998), en el presente estudio se han monitorizado pH,
pCO,, pO, y glucemia en muestras de sangre arterial con el fin de registrar la
aparicion de posibles efectos indeseables. Se objetivaron ligeras alcalosis,
hipocapnia, hiperoxia e hipoglicemia asociadas al tratamiento con ebselén. Estos
efectos son aparentemente beneficiosos, por oposicion a los efectos deletéreos
descritos para situaciones de acidosis, hipercapnia, hipoxia e hiperglicemia. Sin
embargo, considerados en conjunto no parece probable que la magnitud de los
cambios metabodlicos inducidos por el tratamiento con ebselén tenga relevancia

patologica, tal y como han descrito otros autores (Knollema y cols., 1996; Takasago
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y cols., 1997; Imai y cols, 2001). De hecho, estas variaciones no han contribuido a
mejorar o empeorar el resultado de la isquemia en el presente estudio.

El resultado mas relevante obtenido es que el ebselén no fue capaz de reducir
el tamafo de infarto resultante cuando se siguio el protocolo establecido. El ebselén
se administrd 1 h antes de la induccion de la isquemia en base a las referencias
bibliograficas sobre la efectividad a corto plazo (hasta 24 h) de tratamientos
monodosis similares (Dawson y cols., 1995; Knollema y cols, 1996; Kondoh y cols.,
1999; Lapchak y Zivin, 2003). La administracion oral en ratas después de un periodo
de ayuno de 24 h permite, tedricamente, que el ebselén sea absorbido a nivel
intestinal y atraviese la BHE para alcanzar el tejido cerebral en el momento de
maximo estrés oxidativo tras el inicio de la reperfusion. Puesto que el ebselén es un
compuesto selenoorganico, sus niveles plasmaticos se estimaron midiendo los
niveles plasmaticos de selenio. Rapidamente tras la administracion (1 h), los niveles
plasmaticos de selenio aumentaron significativamente por encima de los niveles
enddgenos. Suponiendo que el selenio basal, principalmente asociado a proteinas
plasmaticas (selenoproteina, glutation peroxidasa y albumina) (Ducros y cols., 2000)
permanece constante, el incremento de selenio plasmatico se debe con toda
probabilidad a la absorcion del ebselén. Restado el nivel basal de selenio, las
concentraciones plasmaticas estimadas de ebselén para la dosis mayor (100 mg/kg)
alcanzaron valores de 4-5 uM, valores indicados como neuroprotectores tanto en
isquemia miocérdica (Hoshida y cols, 1994) como cerebral (Takasago y cols., 1997).
Por lo tanto, tras la administracion oral del ebselén, éste es rapidamente absorbido en
el tracto gastrointestinal y alcanza niveles potencialmente terapéuticos en plasma
durante la isquemia e inicio de la reperfusion (hasta 24 h tras la administracion). Pese
a que no hemos medido el ebselén en el tejido cerebral se ha descrito que, debido a
su pequefio peso molecular y lipofilia, el ebselén penetra a través de la BHE y
alcanza en el cerebro un 21% de los niveles plasmaticos al cabo de 1 h de haber sido
administrado (Imai y cols., 2001). Respecto a su farmacocinética, el ebselén sufre
una apertura del anillo isoselenazol con facilidad para formar un selenosulfuro que
puede ser metilado, glucuronidado o hidroxilado, y asi favorecer su solubilidad y

excrecion. En cualquier caso, el &tomo de selenio no esta biodisponible, por lo que
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no entra en el pool corporal de selenio y es metabolizado y excretado, lo que
explicaria su falta de toxicidad (Parnham y Sies, 2000).

El estrés oxidativo puede cuantificarse directamente midiendo la produccion
de EROs y RLs, o indirectamente midiendo, por ejemplo, el dano producido en las
macromoléculas biologicas o el consumo de los antioxidantes endogenos de bajo
peso molecular. El glutation reducido (GSH) es el substrato que la glutation
peroxidasa emplea para inactivar EROs (Matés, 2000). Esto estd en linea con el
mecanismo de accion del ebselén, cuya principal actividad es la de mimético de la
glutation peroxidasa y que por lo tanto también utiliza al GSH para secuestrar a estas
EROS y RLs (Parnham y Sies, 2000). Por lo tanto, el ebselén debe ser capaz de
reemplazar a la actividad glutation peroxidasa endoégena, que es rapidamente
inactivada por un exceso de produccion de EROS y RLs (Pigeolet y Remacle, 1991;
Asahi y cols., 1997). Respecto a la penetracion del ebselén en el parénquima
cerebral, la actividad glutation peroxidasa en el tejido cerebral aument6 un 20% en el
grupo tratado con la dosis mayor respecto a los grupos control y tratado con la dosis
inferior. No obstante esta diferencia no llego6 a ser significativa. No existe, por tanto,
diferencia estadistica entre el grupo control y los tratados. En el presente estudio los
niveles de GSH no resultaron alterados por la isquemia, pero se redujeron
significativamente durante la reperfusion postisquémica. El tratamiento con ebselén
no modificé este descenso. Esto indica que, en nuestro modelo de isquemia
transitoria, el estrés oxidativo detectable se desarrolla solamente cuando se produce
la reoxigenacion del tejido isquémico. La falta de efecto como neuroprotector del
ebselén parece ser debida a su escasa penetracion en el tejido cerebral, siendo
entonces incapaz de controlar el aumento de la produccion de EROs y sobrepasando
éstas la capacidad de las células de utilizacion y regeneracion del GSH.

El tamafio de infarto, medido a los 7 dias tras la isquemia-reperfusion, no fue
modificado significativamente por la administracion de ebselén. El modelo utilizado
origin6 una mortalidad postquirtirgica media del 30% entre las 12 y 48 h de iniciada
la reperfusion (alcanzando el 40% de los animales operados a los 7 dias), y produjo
un infarto cuyo volumen fue superior al 25% del hemisferio afectado. Por tanto,

aunque parece existir una tendencia hacia la reduccion del tamafio de infarto, el
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posible efecto neuroprotector del ebselén, al menos a dosis unicas elevadas, no se
pone de manifiesto en condiciones de isquemia severa y tiempos de supervivencia
prolongados, ya que las diferencias no llegan a ser significativas.

El dafo cerebral final tras la isquemia no sélo depende del dafio directo que
ejercen las EROs y RLs sobre las macromoléculas celulares. Rutas de transduccion
especificas, incluyendo mecanismos gendémicos, son activadas por el estrés oxidativo
(Chan, 2001). Estos mecanismos incluyen a la mitocondria, enzimas de reparacion
del ADN, factores de transcripcion y, junto con otros mecanismos retardados como
la induccion de iNOS vy la inflamacion, escapan al tratamiento inicial con ebselén y
pueden contribuir a la progresion tardia del infarto. A la vista de los resultados del
presente trabajo y de la bibliografia existente, deberia investigarse la administracion
de dosis repetidas de ebselén a lo largo de todo el tiempo de reperfusion, asi como su
uso en combinacion con otros tratamientos, antioxidantes o no (Schmid-Elsaesser y
cols., 1999a,b). La capacidad de una nueva formulacion intravenosa de ebselén, bien
sola (Imai y cols, 2003), bien en combinacion con la terapia trombolitica (Lapchak y
Zivin, 2003) para mantener la neuroproteccion a largo plazo, deberia estudiarse en
modelos experimentales y extenderse posteriormente a ensayos clinicos. Esta
aproximacion podria mejorar los resultados beneficiosos descritos para el ebselén en
los ensayos clinicos (Ogawa y cols., 1999; Yamaguchi y cols., 1998), que estan
restringidos a una administracion a corto plazo y parecen ser menos consistentes en
el caso de los pacientes con oclusion de la ACM en comparacion con otros que
sufren accidentes cerebrovasculares isquémicos menos severos.

Aunque la administracion de ebselén resulté en una menor pérdida de peso y
una menor mortalidad en los animales tratados, las diferencias con el grupo control
no llegaron a ser significativas. La mayor duracion de la isquemia (2 h) y reperfusion
(7 dias) empleadas en este grupo de experimentos tuvo como consecuencia una
mayor pérdida de peso en los animales sin tratamiento (73.6 £11.1% del peso inicial)
frente a la sufrida por los animales del grupo utilizado para la caracterizacion del
modelo (90 min de isquemia y 3 dias de reperfusion; 85.2 £ 4.7% del peso inicial),
que es revertida totalmente con la mayor dosis de ebselén (86.5 £ 9.8% del peso

inicial).
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En conclusion, la administracion de ebselén en dosis unica no reduce
significativamente el tamafio de infarto resultante de una isquemia severa en ratas, en
contraste con estudios previos llevados a cabo con isquemias menos severas y
tiempos de supervivencia mas cortos, pese a observarse una ligera preservacion de la

perfusion intraisquémica.

5.3.3- Inhibidor de sPLA;s: 12-epi-scalaradial.

En condiciones fisioldgicas, las PLA;s estan implicadas en el recambio de
fosfolipidos, mantenimiento y remodelado de la membrana, asi como en procesos de
exocitosis, detoxificacion de perdxidos fosfolipidicos, y en la liberacion de
neurotransmisores. Los productos de las reacciones catalizadas por las PLA,s pueden
actuar como mensajeros secundarios por si mismos, o ser metabolizados en
eicosanoides, PAF y dacido lisofosfatidico, moléculas bioactivas con multiples
funciones. En condiciones patoldgicas, la estimulacion de la actividad PLA; y la
consiguiente degradacion de los fosfolipidos de membrana puede ser deletérea para
las neuronas de tres formas distintas (revisado por Farooqui y cols., 1997b): 1) por
un lado se acumulan 4cidos grasos libres, lisofosfolipidos y PAF, en detrimento de
los fosfolipidos esenciales de membrana. Los dcidos grasos libres pueden producir el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y cambios en la permeabilidad de la
membrana celular regulando los canales i6nicos (Keyser y Alger, 1990); los
lisofosfolipidos pueden actuar como detergentes sobre la membrana a elevadas
concentraciones; PAF es un factor proagregante y media la adhesion y agregacion de
leucocitos, iniciando la respuesta inflamatoria en la superficie endotelial. 2) Por otro
lado, la acumulacion de 4cidos grasos libres, entre los que se encuentra el AA, puede
iniciar una cascada incontrolada de produccion de AA, capaz de modular
directamente la actividad de canales i6nicos, de numerosos enzimas Yy
transportadores e incluso la expresion de ciertos genes. Asi mismo, actia como
sustrato para la produccion de eicosanoides y prepara el escenario para la produccion
de RLs y con ello el dafio por peroxidacion de lipidos de membrana y proteinas. 3)
Por ultimo, la entrada masiva de Ca’" debida a la degradacion de los fosfolipidos de

membrana provoca la activacion continua de la proteinquinasa C (PKC) y su
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traslocacion del citosol a la membrana plasmatica. Estos fendmenos pueden ser, al
menos en parte, causa del dafio neuronal observado en la isquemia-reperfusion.

Uno de los puntos que mas interés suscita actualmente es la contribucion de
los diferentes tipos de PLAjs al dano provocado por la inflamacion. Segun las
evidencias experimentales existentes, parece bastante bien establecido que las
isoformas citosolicas de actividad inducible (cPLA,s dependientes de Ca®")
contribuyen, al menos en parte, a la progresion del infarto cerebral (Sapirstein y
Bonventre, 2000; Arai y cols., 2001) y de otras enfermedades neurodegenerativas
(Klivenyi y cols., 1998). Sin embargo, el papel que juegan las isoformas de secrecion
(sPLAjs) en la neurodegeneracion y muerte celular estd menos definido.
Tradicionalmente se ha asociado un papel relevante a la sPLA; IIA en los procesos
inflamatorios debido a que los niveles locales y sistémicos de esta isoforma se
encuentran elevados en esas condiciones (Aarsman y cols., 2000; Nevalainen y cols.,
2000). También se ha demostrado la existencia de una comunicacién cruzada entre
sPLA, I y cPLA;: la unién de sPLA; II a la membrana celular a través de receptores
de superficie induce la transduccioén de senales que activan a la cPLA, dependiente
de Ca*" (Fonteh y cols., 2000), posiblemente a través de la ruta de sefializacion
PKC/Raf-1/MAPK (Huwiler y cols., 1997); a su vez, la activacion de la cPLA; altera
la composicion de la membrana aumentando la susceptibilidad de ésta por la sPLA;
I1, siendo capaz también de inducir la expresion de sPLA, II (Kuwata y cols., 2000).
Estas evidencias parecen indicar una implicacion causal directa de las sPLA;s en la
neurodegeneracion. La hipotesis que se ha evaluado en el presente estudio es que las
sPLA,s participan en el desarrollo del dafio cerebral isquémico, y que por lo tanto su
inhibicion tiene efectos neuroprotectores. En el presente estudio se ha seguido un
protocolo distinto a los descritos en la bibliografia (Estévez y Phillis, 1997; Yagami
y cols., 2002a,b): 1) el inhibidor utilizado ha sido 12-epi-scalaradial, inhibidor
especifico de las sSPLA;s que no ha sido empleado con anterioridad en la isquemia
cerebral; 2) el inhibidor se ha liberado directamente en el compartimento
cerebroespinal para evitar la posible restriccion a atravesar las BHE y barrera sangre-

CSF; y 3) se ha empleado un modelo de isquemia transitoria en lugar de permanente,
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que permite que se produzca el dafio cerebral por reperfusion del territorio
isquémico.

Desde su introduccion a principios de los ’90, el scalaradial o su andlogo 12-
epi-scalaradial se han utilizado ampliamente como herramientas farmacolédgicas para
investigar la implicacion de las sPLAjs en diferentes procesos fisioldgicos y
fisiopatologicos. En un estudio reciente, Thwin y colaboradores (2003) han
confirmado que 12-epi-scalaradial inhibe de forma potente y selectiva la actividad
catalitica de varias fuentes de SPLA; pero no de cPLA,. A la concentracion utilizada
por estos investigadores (10 uM), 12-epi-scalaradial mostré una inhibicién de la
actividad cPLA; inferior al 20%, y una inhibicion de alrededor del 80% de la
actividad sPLA,. Por otra parte, el efecto prolongado (hasta 3 dias) tras una unica
dosis administrada intracerebroventricularmente en un modelo de alodinia en rata,
sugiere una elevada vida media del inhibidor (Yeo y cols., 2004). En el presente
estudio se ha optado por la administracion intracerebroventricular a tasas de 0.005 y
0.5 pg/h, lo que supone una dosis total, a las 72 h tras la isquemia, de 0.48 y 48 ng,
respectivamente (0.10 y 10 ug liberados en el momento de iniciar la isquemia). En el
modelo de alodinia citado anteriormente la dosis unica utilizada fue de 4.3 ug. Por lo
tanto, parece razonable asumir que se ha alcanzado una concentracion basal del
inhibidor en LCR con anterioridad a la isquemia, lo suficientemente elevada para
inhibir practicamente en su totalidad la actividad sPLA,. No hemos medido la
actividad sPLA; ya que dicha actividad se sobre-expresa alrededor de las 16 h tras la
reperfusion (véase la revision de Sun y cols., 2004), mucho antes del periodo de
reperfusion de 3 dias establecido en nuestro protocolo experimental.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la administracion cronica
intracerebroventricular de 12-epi-scalaradial previa a la induccion de la isquemia, no
solo no confiere neuroproteccion sino que, a la dosis mas alta investigada, influye
negativamente incrementando el volumen de infarto. La administracion de 12-epi-
scalaradial no tiene efecto sobre la hemodinamica cerebral y/o sistémica por lo que
no parece ser la causa de este efecto deletéreo, en tanto en cuanto la PCC y el resto
de parametros hemodinamicos (PAS) y metabdlicos (pO,, pCO,, pH y glucemia) no

mostraron diferencias significativas entre los tres grupos de animales. La
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administracion intracerebroventricular de 12-epi-scalaradial no afectd al estado
neurolédgico de los animales, asi como a la evolucidon ponderal o a la mortalidad, no
encontrandose diferencias con el grupo control en ningun caso. Nuestros resultados
también ponen de manifiesto que 12-epi-scalaradial incremento la actividad MPO en
el hemisferio ipsilateral al lugar de administracion, lo cual podria explicar la
influencia negativa del inhibidor sobre el dafio cerebral isquémico. Por lo tanto,
nuestros resultados no confirman la hipotesis planteada sino que, mas bien al
contrario, sugieren que las sPLAs podrian tener un efecto neuroprotector en la
isquemia cerebral, y por lo tanto su inhibicion exacerbaria el dafio cerebral.

Nuestros resultados contrastan con los obtenidos previamente en otras
investigaciones en las que se han empleado una serie de substancias presuntamente
inhibidoras de la actividad PLA,. La administracion de heparina (4 mg/kg) redujo el
tamafio de infarto en un modelo de isquemia cerebral transitoria en rata (Yanaka y
cols., 1996). El tratamiento con EPC-K1 (diéster fosfato de las vitaminas C y E),
inhibidor de la peroxidacion lipidica y de la actividad PLA, (Kuribayashi y cols.,
1992), redujo los déficits funcionales y el dafio cerebral tanto tras un episodio de
isquemia global (Block y cols., 1995) como focal transitoria (Kato y cols., 2003) en
ratas. El tratamiento intracerebroventricular con lipocortinas, proteinas inhibidoras
endogenas de las actividades sPLA, y cPLA, dependientes de Ca*", redujo el edema
y tamafio de infarto tras 2 h de isquemia en ratas (Relton y cols., 1991). La
quinacrina, administrada sistémicamente durante la reperfusion en ratas sometidas a
2 h de oclusiéon de la ACM, mejord la resolucion del ictus disminuyendo la
puntuacion neuroldgica y el volumen de infarto estriatal (Estevez y Phillis, 1997).
Sin embargo, la quinacrina exhibe un espectro mas amplio de acciones
farmacoldgicas beneficiosas tales como, por ejemplo, el descenso de la expresion de
la COX-2 tras O/R-ACM en ratas (Miettinen y cols., 1997), y el bloqueo de los
canales de Ca*" en miocitos ventriculares aislados de rata (Xiao y cols., 2000). Por
ultimo, el indoxam es un derivado de la indolizina que actia como un inhibidor
especifico y potente de sPLA, (Yokota y cols., 1999). Cuando se administrd por via
intravenosa durante un periodo de 24 h desde 1 h antes 6 2 h después de la oclusion

foto-trombotica permanente de la ACM, el indoxam atenud el infarto en el cortex
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dorso-lateral pero no en el estriado. Este efecto neuroprotector también se ha puesto
de manifiesto en neuronas corticales en las que se indujo apoptosis mediante la
aplicacion de sPLA,-IIA (Yagami y cols., 2002b).

La causa de la falta de efecto beneficioso del tratamiento con 12-epi-
scalaradial es desconocida en la actualidad, aunque algunas posibilidades pueden ser
discutidas. Por un lado, en los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que algunas
actividades de las sPLA;s son independientes de su actividad catalitica, y estd bien
documentada la su union a receptores de membrana (revisado por Lazdunski, 1999;
Hanasaki y Arita, 2002). La sola unién de ciertas isoformas de las sPLAjs a
receptores de membrana es suficiente para desencadenar la cascada de transduccion
de sefiales que conduce a la neurodegeneracion. Granata y cols. (2005) han puesto de
manifiesto recientemente que las sPLAjs son capaces de inducir la secreccion de
TNF-a e IL-6 independientemente de su actividad catalitica en macrofagos, por
interaccion con receptores de membrana. Ademads, Yokota y cols (1999), utilizando
ratones knock-out para sPLA; ITA han puesto de manifiesto que la producciéon de
citoquinas pro-inflamatorias durante el shock endotéxico es independiente de sPLA;
IIA y que el indoxam impide la uniéon de sPLA, IB, su ligando natural, a los
receptores de membrana, inhibiendo con ello la liberacion de sustancias pro-
inflamatorias.

Por otro lado, otras lineas de evidencia sugieren que la actividad catalitica de
las sPLA,s podria desempefar un papel beneficioso en procesos inflamatorios, y por
lo tanto su inhibicion podria resultar perjudicial impidiendo la liberacion de los
factores antiapoptoticos y antineurodegenerativos que liberan isoformas como la
sPLA, IIA. Zhang y cols. (1999) han sugerido que el grupo sPLA; IIA, acumulado
en los puntos de inflamacion, no s6lo no resulta neurotéxico sino que incluso protege
a las células de una muerte inducida por factores pro-inflamatorios y que el uso de
12-epi-scalaradial en cultivo de fibroblastos de rifion priva a las células de esta
proteccion. Blondeau y cols. (2002) han puesto de manifiesto que algunos
lisofosfolipidos, en concreto lisofosfatidil colina y lisofosfatidil inositol, previenen la
muerte neuronal tanto en modelos de isquemia cerebral global y transitoria, como en

modelos de excitotoxicidad en cultivos primarios de células granulares del cerebelo.
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Asi, la incapacidad para impedir la unidon de ciertas isoformas de sPLA;s
(como por ejemplo la IB) y la inhibicion de la actividad catalitica de otras (como por
ejemplo la IIA) conducirian a un mayor tamafio de infarto por exacerbacion de la
respuesta inflamatoria, como se ha puesto de manifiesto la determinacion de la
actividad MPO en el tejido cerebral

Por 1ultimo, otras evidencias sugieren que las sPLA, IIA podrian ser
irrelevantes para el desarrollo del dafio inflamatorio tras la isquemia-reperfusion.
Ratones mutantes para este gen (sobreexpresion o knock-out) no desarrollan
respuestas inflamatorias diferentes a la cepa salvaje (Grass y cols., 1996). En un
modelo de inflamacién en ratones knockout para esta isoforma, la respuesta a la
inflamacion (en artritis) es similar a la de la cepa salvaje (Kennedy y cols., 1995).
Ademas, en un modelo de corazén aislado, De Windt y cols. (2001) no encuentran
diferencias en los niveles de ATP, liberacion de enzimas, acumulacion de acidos
grasos y recuperacion funcional tras un episodio de isquemia-reperfusion entre el
miocardio de ratones knock-out para sPLA; ITIA y el de la cepa salvaje.

Las evidencias presentadas hasta ahora parecen indicar que los distintos tipos
de isoformas de sPLA, pueden tener implicaciones distintas en los procesos de
inflamacion asociados a la isquemia-reperfusion. Asi, mientras que la sPLA; IIA no
parece tener implicaciones patoldgicas e incluso podria contribuir a la sintesis de
sustancias antiapoptoticas, otras isoformas de secreccion, como la IB, si podrian estar
implicadas en la neurodegeneracion, presumiblemente interaccionando con
receptores de membrana contribuyendo asi a la activacion de rutas de sefializacion
deletéreas para la célula. Entre estas rutas puede estar, entre otras, la activacion de las
cPLA, dependientes de Ca>". La principal critica a esta hipotesis es que la expresion
de la isoforma IB es baja en el cerebro, aunque la redundancia de vias de activacion
de las cPLA; dependientes de calcio puede ser la causa de que sea mucho mas
efectiva la inhibicion directa de estas isoformas citosolicas con el uso de los
inhibidores de la actividad PLA; poco especificos de las sPLA, comentados
anteriormente (heparina, quinacrina, EPC-K1, lipocortinas, etc.) para el tratamiento

de la inflamacion. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de inhibidores especificos y
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altamente selectivos de cada isoforma de secrecion para determinar su implicacion

concreta en la fisiopatologia de la isquemia cerebral.
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1.- El registro continuo de la PCC mediante fluximetria laser-Doppler en ratas
Wistar, permite monitorizar con la maxima precision y de manera continua y
simultanea al transcurso de la cirugia el perfil hemodindmico cerebrocortical durante
la isquemia cerebral focal transitoria. Bajo las condiciones establecidas en nuestro
laboratorio, y aplicando la “técnica del filamento intraluminal” para ocluir la ACM,
este perfil se caracteriza por el descenso brusco y acusado de la perfusion en el
cortex dorsal cuando el filamento alcanza el origen de la ACM, y del incremento de
dicha perfusion cuando se retira el filamento tras un intervalo isquémico de 90 min.
La monitorizacion de PAS y de los parametros metabdlicos pO,, pCO,, pH y
glucemia arteriales, permite controlar el estado de los animales durante la cirugia,
minimizando las variaciones interanimales que pudieran afectar al desarrollo y
progresion del infarto, contribuyendo asi a la homogeneidad y reproducibilidad del

mismo.

2.- La inhibicion de la isoforma inducible del enzima NOS (iNOS) mediante 1400W,
redujo el volumen de infarto y el deterioro neuroldgico inducidos por la isquemia.
Este efecto beneficioso se debe, al menos en parte, a la inhibicién del descenso tardio
en los niveles de ATP, responsable a su vez de la liberacion tardia de glutamato,
aminoacido excitador cuya acumulacion en el espacio extracelular constituye uno de
los fendmenos principales en la fisiopatologia de la isquemia cerebral. Los resutados
apoyan la inhibiciéon de iNOS como estrategia con potencial terapéutico en el dafio

cerebral de origen isquémico.

3.- La potenciacion de la actividad glutation peroxidasa mediante la administracion
del mimético seleno-organico de dicho enzima, ebselén, no tuvo efectos
significativos sobre el volumen de infarto y el deterioro neuroldgico inducidos por la
isquemia. La ausencia de efecto beneficioso se manifesto a pesar de que la perfusion
cerebro-cortical resulté mejorada con la dosis mas alta de ebselén. La ineficacia
como neuroprotector del ebselén podria ser debida a su escasa penetracion en el

tejido cerebral, y por lo tanto a su incapacidad para controlar el aumento de la
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produccion de EROs y RLs, la cual sobrepasaria la capacidad de las células para

utilizar y regenerar el glutation reducido.

4.- La inhibicién de las isoformas de secrecion de las fosfolipasas A, mediante 12-
epi-scalaradial result6 deletérea para el tejido cerebral en términos de incremento de
volumen de infarto. Este efecto perjudicial podria deberse, al menos en parte, a la
potenciacion de la respuesta inflamatoria, y apunta hacia el posible papel
neuroprotector de al menos algunas isoformas de las fosfolipasas A, de secrecion en

la isquemia cerebral.
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