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RESUMEN

Introduccidn: la obstruccién aguda de la Arteria Cerebral Media produce disminucién del flujo sanguineo
del territorio de irrigacién correspondiente, lo cual desencadena un proceso de muerte y estrés celular
que da lugar al foco isquémico y zona de penumbra respectivamente. Modificaciones en el citoesqueleto
neuronal, glial y en elinmunofenotipo de la microglia son marcadores sensibles de sufrimiento celular. Has-
ta el momento no se ha evaluado la evolucién de los diferentes compartimientos celulares en un modelo
integrado que permite conocer la evolucién citoarquitectoénica del infarto. Objetivos: evaluar en un modelo
de lesién isquémica experimental, los cambios en los compartimientos celulares del tejido cerebral y plan-
tear un modelo estructural de evolucién de la lesién. Metodologia: 22 ratas machos Wistar, peso promedio
de 280 gramos. Mediante la técnica de obstruccién intraluminal de la arteria cerebral media, con tiempo
de reperfusién de 3,12, 24y 72 horas. Se realizaron cortes histolégicos procesados para coloracién basi-
ca e inmunohistoquimica para MAP-2 (citoesqueleto neuronal), GFAP (citoesqueleto glial), HMC (microgia)
y Caspasa-3 (actividad proteolitica). Resultados: se establece un modelo topografico y secuencial de la
respuesta del compartimiento neuronal y glial y de la reaccién de la macroglia en la corteza cerebral isqué-
mica. Se definen cuatro zonas con caracteristicas fisiopatolégicas definidas. Conclusiones: se genera una
apreciacion conjunta de la reaccién de las diferentes células del cerebro ante la lesién isquémica y permite
sentar las bases para la evaluacién de sustancias con potencial neuroprotector. Aporta a la comprension
de la fisiopatologia de la lesién cerebral isquémica.
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CEREBRAL ISCHEMIA:
HISTOPATHOLOGICAL EVOLUTION IN AN EXPERIMENTAL MODEL

ABSTRACT

Introduction: Acute obstruction of the Middle Cerebral Artery results in decreased blood flow to the corres-
ponding irrigated territory and triggers a process of cell death and stress that gives rise to an ischemic
focus and penumbra, respectively. Changes in the neuronal cytoskeleton, glial and immunophenotype
changes of the microglia are sensitive markers for cell distress. Up to now, the evolution of the various
cell compartments has not been evaluated in a comprehensive model that enables the cyto-architectural
evolution of infarction. Objectives: To assess in an experimental ischemic injury model any changes in
the cell compartments of the brain tissue and suggest a structural model for the evolution of the lesion.
Methodology: 22 male Wistar rats with average weight of 280 grams. The intraluminal obstruction tech-
nique of the middle cerebral artery, with perfusion times of 3, 12, 24 and 72 hours was used. Histological
sections were processed for basic and immunohistochemical staining for MAP-2 (neuronal cytoskeleton),
GFAP (glial cytoskeleton), HMC (microglia), and Caspase-3 (proteolytic activity). Results: A topographic and
sequential model of the neuronal and glial compartment response and of the reaction of the macroglia in
the ischemic cerebral cortex was established. Four zones with defined pathophysiological characteristics
were defined. Conclusions: A joint appreciation of the reaction of the various brain cells to the ischemic
injury was generated and allowed for setting the background to evaluate substances with neuroprotective

potential. This helps to understand the pathophysiology of ischemic cerebral injuries.

Keywords: Experimental focal ischemia, MAP-2, ischemic penumbra, pathophysiology, GFAP, HMC.

INTRODUCCION

Los infartos cerebrales se definen como areas de necrosis
que se desarrollan en sitios donde ha ocurrido isquemia
severa, la morfologia es variada y puede consistir en
infartos isquémicos o hemorrdgicos. El infarto isqué-
mico corresponde a una obstruccién irreversible con
necrosis tisular, edema e inflamacién, en el cual con el
transcurso de las horas el tejido se licua y se generan
soluciones de continuidad o necrosis colicuativa (1,2).
El infarto hemorrdgico es consecuencia de la reperfusion
postisquémica, puede ser ocasionado por la reapertura
de la luz arterial, por obstruccién parcial de la arteria o
por suministro de sangre proveniente de otros vasos que
irrigan el tejido necrdtico. En los dos tipos de infartos,
de igual manera se genera un foco necrético y un drea de
penumbra (3).

Es llamativo que los experimentos in vitro, in vivo y
preclinicos relacionados con la fisiopatologia de la isque-
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mia cerebral hayan permitido generar estrategias farma-
coldgicas predecibles, que en una importante proporciéon
de casos son eficaces (4,5), pero que al aplicarse en el
ambito clinico a la realidad de la enfermedad cerebrovas-
cular en el hombre generan resultados desalentadores (6).
Es posible que estos pobres resultados, tengan relacién
con el desconocimiento de la respuesta global del tejido,
si se tiene en cuenta que el cerebro estd constituido por
tipos de células que reaccionan de forma diferente ante
el estrés isquémico y que se desconocen muchos aspec-
tos de la interaccién de estas células en circunstancias
de hipoxia (7-10).

Lipton P (11), sefala cuatro etapas en el complejo
proceso de muerte neuronal por isquemia. Las etapas de
induccion de la isquemia y de los eventos perpetradores
de la lesi6n han sido ampliamente estudiadas, se han
descrito con metodologias in vitro y contrastadas con
observaciones in vivo. Pero las ultimas dos etapas que
consisten en la disfuncién celular y estructural y la pro-
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gresién de los cambios bioquimicos y morfolégicos a la
condicién de muerte celular han sido muy poco entendi-
das, incluyen la transicién de los cambios fisiopatoldgicos
a la realidad morfolégica. La evaluacién de estas etapas
requiere de metodologias in vivo, e implica considerar
multiples variables no solo de la complejidad del tejido
nervioso, sino del organismo en general.

Los cambios en el citoesqueleto neuronal y glial son
marcadores sensibles de sufrimiento celular, la razén de
esta sensibilidad y especificidad, esta dada porque a las
proteinas relacionadas con el citoesqueleto confluyen
muchas vias de sefializacién y son muy proclives a cam-
bios del microambiente celular (7-10). Desde hace varios
anos las proteinas asociadas a microtibulos 2 (MAP-2) se
han establecido como un sensible y especifico indicador
de respuesta neuronal a la isquemia (12-16). Durante las
primeras horas después de la lesién se observa disminu-
cién de la inmunoreactividad a la MAP-2 en el foco y en el
drea periinfarto, y esta modificacién del inmunofenotipo
neuronal se puede interpretar como evidencia de estrés
metabdlico neuronal el cual puede ser reversible (15,17).
Similar a los cambios que se observan en el citoesqueleto
neuronal, en la isquemia cerebral también se observan
cambios importantes y rdpidos en el citoesqueleto de las
células gliales. La GFAP es una proteina que presenta sitios
para la fosforilaciény es el sustrato de muchos tipos de
proteinquinasas, esto la hace muy sensible a varias vias
de transduccién de sefiales intracelulares que se activan
en situaciones de estrés isquémico (11).

Con las neuronas y la glia se encuentra la micro-
glia, la cual estd constituida por un grupo de células de
origen mesodérmico derivadas de los monocitos san-
guineos. Las células de la microglia, que en su funcién
son similares a los macréfagos de la sangre, se pueden
detectar y diferenciar de otras células del tejido nervioso
mediante la marcacién inmunohistoquimica de un anti-
geno especifico que corresponde al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (18). Se ha observado que
durante la isquemia cerebral, las células de la microglia
se modifican rdpidamente y se incrementa de forma
importante la sensibilidad del MHC, esto da la posibili-
dad de observar variados inmunofenotipos que permiten
reconocer diferentes estados funcionales de estas células

como son la microglia de reposo, la microglia activa y la
microglia reactiva.

La falla energética y la despolarizacién isquémica
ocasionan la entrada de calcio a las células y el incre-
mento masivo de calcio en la mitocondria, lo que causa
la liberacién del citocromo c de esta organela, el cual en
el citoplasma genera la formacion del complejo citocromo
c-proteina proapoptética BAD-Apaf (Factor Asociado a la
Apoptosis). Este complejo, es capaz de activar la caspasa
3 y otras proteasas de cisteina las cuales se han relacio-
nado con la fase efectora de la apoptosis, pero que en el
caso de la necrosis, participa en los procesos de muerte
celular por su capacidad de digerir proteinas vitales para
la célula como proteinas estructurales del citoesqueleto
entre otras (19-21) y en este caso no corresponde a feno-
menos de muerte celular programada, son una evidencia
de activacién de proteasas durante los procesos necroticos.

El presente trabajo consiste en la evaluacién median-
te técnicas inmunohistoquimicas de los cambios en las
diferentes células que constituyen el tejido cerebral, des-
pués de una lesién isquémica focal experimental con
reperfusion en el territorio de la Arteria Cerebral Media
(ACM) en ratas Wistar adultas. Este trabajo genera una
apreciacién en conjunto de la reaccién de las diferen-
tes células y permite aproximarse a una reconstruccion
citoarquitecténica que puede sentar las bases, para la
evaluacién de sustancias con potencial neuroprotector, en
la cual se tiene en cuenta la simultaneidad de la reaccién
tisular asi como la posible interaccién de los diferentes
tipos de células, tanto en el foco isquémico como en el
drea de penumbra y sectores alejados del foco isquémico.
Ademds, aporta a la compresién de la fisiopatologia de
la lesién vascular cerebral.

METODOLOGIA

Técnica quirdrgica de la isquemia cerebral
y proceso de las muestras

Se intervinieron 22 ratas machos Wistar adultas, con un
peso entre 240 y 320 gramos (promedio 280 gramos),
con edad entre 120 y 180 dias. El protocolo experimental
fue evaluado y autorizado por el comité de ética de la
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Universidad del Valle, cumple la normativa vigente de
la Comunidad Econémica Europea para el uso y cuida-
do de los animales utilizados para la experimentacién
y otras finalidades cientificas (Strasbourg, 15 junio del
2000) y de la legislacién colombiana (Ley 84 de 1989 y
Resolucién No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud)
sobre ética, cuidado y control de animales para fines
experimentales.

Los animales experimentales fueron anestesiados con
clorhidrato de ketamina (40 mg/kg) y atropina (0.1 mg/
kg) via intraperitoneal, durante el procedimiento quirtr-
gico se evalud regularmente la funcién cardiorrespiratoria
y la temperatura rectal. La técnica de isquemia cerebral
aplicada en este trabajo fue desarrollada por Zea Longa
y cols. (22) y perfeccionada por Belayeb y cols. (23,24),
para revisarla mdas detalladamente ver Arango-Davila y
cols, 2002 (25). Bajo microscopio quirdrgico se realiza
una incisién longitudinal en la linea media del cuello.
Se localizan y disecan la arteria carétida comun (ACC)
y la arteria carétida externa (ACE), la cual se secciona,
quedando asi libre la ACE y ligada en su extremo. Un
segmento de nylon monofilamento 4-0 de 3.5 cm se intro-
duce por el extremo del fondo de saco correspondiente
a la ACE hasta una longitud de 17.5 mm vy se fija. Al
cabo de 90 minutos se hala el nylon a través de la herida
quirdrgica y se deja alojado su extremo en el fondo de
saco de la ACE, de esta forma se inicia la reperfusion. A
los dos especimenes que se dejan como controles se les
realiza todo el procedimiento descrito a excepcién de
que el nylon monofilamento 4-0 no se introduce hasta el
nivel de la ACM. Las 18 ratas intervenidas se distribuyen
en grupos y son sacrificadas a las 3 horas, 12 horas, 24
horas y 72 horas.

Al tiempo correspondiente las ratas de cada grupo
fueron anestesiadas y perfundidas por via transcardiaca
a través del ventriculo izquierdo con 200 ml de solucién
salina al 0.9% seguido de 200 ml de una mezcla de
paraformaldehido (4.0%), lisina y periodato de sodio en
buffer fosfato 0.1 M (pH 7.4). Seguidamente los cerebros
se retiraron de la caja craneal y se dejaron en el fijador
para después practicarles 10 cortes coronales de un espe-
sor de 30um en el vibrdtomo de medio liquido, estos
cortes se realizaron de acuerdo con las coordenadas del
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Atlas de Paxinos y Watson (1986) de forma secuencial
anteroposterior partiendo del punto interaural 10.7 con
bregma 1.7, cada milimetro hasta el punto interaural 3.7
con bregma -5.3.

Histologia

Los cortes fueron procesados con coloracién de hema-
toxilina-eosina corriente y azul de toluidina. Igual nime-
ro de cortes fueron fijados en formol y se lavaron con
agua destilada para ser tefiidos con hematoxilina de
Harris durante tres minutos. Los cortes coronales de un
cerebro de cada uno de los grupos con hematoxilina de
Harris, fueron fotografiados en su aspecto panordmico
con cdmara digital (Ezcam II ICM532A) y transferidos al
programa de procesamiento de imdgenes Photolimpact
SE versién 3.02 y Photolimpact Viewer versién 3.02. El
célculo morfométrico del drea del infarto se determina
midiendo en cada corte coronal el 4rea total y el area
infartada, se determina asi el porcentaje de drea lesionada
con relacién al total del drea del corte (22).

Inmunohistoquimica

Se utilizaron anticuerpos primarios anti-MAP-2 (Mono-
clonal anti-MAP-2 1:100 Santacruz Technology) para
marcar el citoesqueleto neuronal, anti-GFAP (Monoclo-
nal anti-GFAP 1:500 Boehringer-Mannheim) para marcar
el citoesqueleto glial, anti-MHC (Monoclonal anti-MHC
1:300 Santacruz Technology) para marcar células de la
microglia y anti-caspasa 3 (Monoclonal anti-caspasa 3
1:300 Cell Signaling Technology) para evaluar la activa-
cion de esta proteasa.

Los cortes de 30um hechos en el vibratomo se incu-
baron con el anticuerpo primario correspondiente por 24
horas, después se lavaron en buffer fosfato 10mM (pH
7.4) y se hicieron reaccionar con el anticuerpo secunda-
rio utilizando el kit de avidina biotina (vectastain) para
ser revelados utilizando diamino benzidina contrastado
con niquel (ABC Kit vector laboratories). Las muestras
seleccionadas como controles tuvieron el mismo pro-
cedimiento, excepto la incubacién con el anticuerpo
primario.
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RESULTADOS

De las 22 ratas intervenidas murieron 4 durante las pri-
meras 6 horas después de la cirugia, dos de ellas pre-
sentaron hemorragia subaracnoidea, la causa de muerte
de las otras dos no se pudo determinar, la tasa global de
mortalidad por el procedimiento fue del 19%. En nues-
tra serie la presencia de lesién como consecuencia del
procedimiento quirtrgico se presentd en 1 100% de los
especimenes.

Anatomia patolégica e histopatologia

El hallazgo histolégico con hematoxilina-eosina y azul de
toluidina en las areas lesionadas consiste en alteracién

de la morfologia celular que incluye tumefacciéon celular,
eosinofilia citoplasmatica, picnosis nuclear, cariolisis y
cariorrexis (Figura 1A y 1B). En los sectores mds compro-
metidos dreas necroticas baséfilas con espacios “vacios”
que consisten en la denominada necrosis colicuativa del
tejido nervioso (Figura 1C).

Los cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina de
Harris muestran la tendencia evolutiva del infarto. Con
el transcurso de las horas el tamafo del infarto crecey a
las 12 horas la lesion es grande y cavitada perdiéndose la
anatomia normal (Figura 2). A las tres horas de isquemia
la evidencia anatomopatoldgica no es homogénea entre
todos los especimenes; dos de los cuatro cerebros de las
muestras experimentales no muestra signos macroscopicos
de necrosis pero si se evidencia eosinofilia citoplasmatica

FIGURA 1. A, neuronas de apariencia morfolégica normal de sectores corticales no isquémicos tefiidas con azul de toluidina. B, Borde del foco isquémico tres horas después de
la lesion, pérdida de la morfologia celular por edema intracelular (azul de toluidina). A las doce horas se observa en C con hematoxilina eosina cavitacién por lisis celular, niicleos

picnéticos y cariolisis (Barra=250 my).

FIGURA 2. A, corte coronal de cerebro de rata en el que se observa el foco necrético después de 12 horas de lesion isquémica del territorio de la ACM (Barra=0,4 mm). B,
composicién en la que se resalta el d&rea comprometida en la superficie dorsolateral del cerebro que se corresponde con la corteza frontoparietal (Barra=1,6 mm).
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y picnosis nuclear en corteza cerebral y caudatoputamen,
un cerebro muestra claras lesiones macroscoépicas en el
sector dorsolateral del caudatoputamen y en el hipocam-
po, sin dafio macroscopico de la corteza, los restantes
especimenes presentan lesién tanto en corteza como en
caudatoputamen. A partir de las 12 horas la lesién tiende
a ser muy parecida en los diferentes especimenes con
lesion de corteza y caudatoputamen, de las doce a las
24 horas el tamano del infarto crece entre 1y 1,5 mm?
desde su borde mientras que entre las 24 y las 72 horas
el cambio en el tamafio no es significativamente impor-
tante, permanece estable.

Los especimenes con 12 horas de supervivencia pre-
sentaron necrosis colicuativa en un 4rea proporcional al
corte coronal de 30.8 +6.25%, los especimenes con 24
horas de supervivencia la presentaron en un area total de
39.4+2.4% y los especimenes con 72 horas de superviven-
cia en un area correspondiente al 40.1 +1.89% del total
del corte coronal. No es significativa la diferencia de las
dreas lesionadas de los grupos con 24 y 72 horas lo que

implica que a las 24 horas ya esta definido el tamafo de
la lesion. En esta serie se procesaron 6 cerebros completos
con 8 cortes cada uno para evaluacién volumétrica, se
observa una importante homogeneidad en los diferen-
tes especimenes a las 24 y 72 horas, en estos tiempos el
promedio del volumen fue de 165.2 + 22 mm3.

Reaccion del citoesqueleto neuronal

Tres animales de cada grupo con periodos de supervi-
vencia de 3, 12, 24 y 72 horas se procesaron para estudio
inmunohistoquimico con anti-MAP-2. A las 3 horas en
el drea adyacente al infarto de la corteza cerebral ipsila-
teral, se observa una clara disminucién del nimero de
células inmunoreactivas y de la densidad de la reaccion,
con fragmentacién y desaparicién de microtibulos. Estos
cambios son mads claros en las dendritas de células pira-
midales de las ldminas III y V con amputacién de sus
dendritas apicales y reduccién de las dendritas basales
y de la reaccién perinuclear (Figura 3).

FIGURA 3. Isquemia cerebral experimental en el territorio de la arteria cerebral media en rata. A, B, C, Inmunohistoquimica para MAP2 que permite observar los microtdbulos de las
neurona a las 3 horas después de la isquemia. B, corte coronal del cerebro, se observa en el hemisferio derecho una amplia drea pélida que corresponde a cambios de los microtibulos
(Barra=0.4 mm). A, fragmentacién microtubular de dendritas apicales de neuronas piramidales de la corteza cerebral y C, microtdbulos indemnes en la corteza no lesionada (Barra=25
my) D, composicién en la que se muestra la extensién del compromiso de los microtibulos, mas allé del foco, esta zona corresponde al drea de penumbra (ver texto) (Barra=1,6 mm).
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La disminucién de la inmunoreactividad a la MAP-2
es muy clara desde las tres horas (Figura 3), adyacente
al foco isquémico pero en una amplia extension de tal
manera que compromete una parte importante de la cor-
teza, la totalidad del cuerpo estriado y el hipocampo; a
las 72 horas la extension de esta drea se ha disminuido
significativamente y corresponde a un margen que rodea
el foco isquémico.

Reaccion de la macroglia y la microglia

En todas las muestras evaluadas se observa a las 3, 12,
24y 72 horas una importante reaccién de los astrocitos
notable en toda la extensién de la corteza cerebral ipsila-
teral a la lesién. Los astrocitos reactivos se caracterizan
morfolégicamente por un aumento en el tamafio (hiper-
trofia) y un incremento en el nimero y extensién de sus
procesos (Figura 4).

La reaccién de la microglia se observa desde las doce
horas de isquemia, pero es mds notable a las 24 horas,

se comprueba por la presencia de microglia activa y
microglia reactiva (Figura 5A). La proporcién de estas
células es mayor en cuanto mds cerca se encuentre el foco
isquémico y disminuyen paulatinamente al aproximarse
al tejido sano. En el sector necrético y en el borde de la
lesidn se observa principalmente microglia reactiva con
su tipica constitucién esférica y pequena (Figura 5B) la
cual desempena su funcién fagocitaria; cerca al borde de
la lesion se observa microglia activa con su cuerpo celular
abultado y sus prolongaciones gruesas y cortas (Figura
5C) intercaladas con estas pero en mayor proporciéon al
alejarse del infarto se observan células de microglia en
reposo con prolongaciones delgadas, citoplasma y nticleo
estrecho (Figura 5D).

Activacion de proteasas
Se observa inmunoreactividad a la caspasa 3 en toda la

extension del foco isquémico, en el borde del foco se pue-
den observar células con morfologia piramidal caspasa

FIGURA 4. Isquemia cerebral experimental en el territorio de la arteria cerebral media en rata. A, B, C, Inmunohistoquimica para GFAP que permite observar los astrocitos a las
12 horas después de la isquemia. B, Panordmica de la reaccién glial. Se puede comparar la inmunoreactividad a la GFAP en el sector CA1 derecho del hipocampo (flecha) con el
lado contrario (Barra=250 my). A, Astrocitos reactivos, nétese la hipertrofia del soma y el incremento en el ndmero y extensién de los procesos al compararlos con la corteza
contralateral (C) (Barra=25 my). D, composicién en la que se muestra la extensién de la reaccién astrocitaria en todo el hemisferio (Barra=1,6 mm).
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FIGURA 5. Isquemia cerebral experimental en el territorio de la arteria cerebral media en rata. B, C, D, inmunohistoquimica para MHC que permite observar las células de la microglia
a las 12 horas después de la isquemia. A, panorédmica del borde de la lesién (Barra=0.8 mm), se marcan con cuadrados las &reas correspondientes a las microfotografias abajo. B,
microglia reactiva que se observa en el foco isquémico, morfologia irregular tipica de células fagociticas (Barra=25 mp). C, microglia activa que se observa bordeando el foco isquémico
(Barra=10 mp). D, microglia de reposo lejos del foco isquémico (Barra=10 mp). E, composicién en la que se muestra la distribucién de los inmunofenotipos de las células de microglia; en

el foco la microglia reactiva, bordeando el foco (puntos densos) microglia activa y en la extensién del hemisferio microglia de reposo (puntos espaciados) (Barra=1,6 mm).

positivas, no se observan células de otras caracteristicas
morfolégicas que presenten esta reaccién (Figura 6).
La reactividad a las caspasas se presenta desde las tres
horas postisquemia y en todos los tiempos se encuentra
limitada al foco isquémico, a las 72 horas se observa
disminucién importante de neuronas caspasa positiva
en el borde de la lesidn.

DISCUSION
Los modelos de isquemia cerebral focal transitoria en

ratas por obstruccion de la ACM con sutura intralumi-
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nal han adquirido en los ultimos tiempos importancia
para el estudio de los fendmenos subyacente al insulto
isquémico, especialmente por su similitud con la lesiéon
humana (4,5,26-28). La observacién de la anatomopato-
logia y la histopatologia del modelo de isquemia cerebral
focal experimental en ratas, no se aleja de las descrip-
ciones clasicas de la muerte celular necrética en el cere-
bro humano (2). En esta serie experimental se observa
desde las tres horas la alteracién isquémica: neuronas
rojas, edema celular, picnosis nuclear, desplazamiento
del ntcleo a la periferia del cuerpo celular, ruptura de
la membrana nuclear y cariolisis, con el transcurso de
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FIGURA 6. Isquemia cerebral experimental en el territorio de la arteria cerebral media en rata. A, B, Inmunohistoquimica para caspasa 3 activada a las 3 horas después de la
isquemia. A, Neuronas piramidales positivas para caspasa 3 (Barra=10 mp), las cuales se observan al borde del foco isquémico en la panordmica B (Barra=0.4 mm). C, composicién en
la que se muestra que la activacién de caspasa 3 esta en relacién con el borde y el foco isquémico (Barra=1,6 mm).

las horas el tejido se licua y se genera la denominada
necrosis colicuativa. El tamafno de la lesién crece con el
transcurso del tiempo y de forma significativa hasta las
24 horas de isquemia, después de este tiempo el tamafio
tiende a estabilizarse.

En nuestra serie dos ratas del Grupo B (12 horas de
supervivencia postisquemia) muestran necrosis colicuati-
va en el caudatoputamen sin compromiso macroscopico
de la corteza. Estos resultados son congruentes con los
encontrados por algunos autores quienes consideran
que los mecanismos fisiopatolégicos de la lesién cortical
y la lesion del estriado son diferentes, se sefiala por lo
tanto una mayor vulnerabilidad de los ganglios basales
alaisquemia y una evolucién diferente en el proceso de
reparacion (29,30).

La MAP-2 muestra cambios inmunoreactivos ante la
isquemia pero estos cambios no necesariamente implican
la muerte neuronal (31,32), la activacién de diferentes
proteinquinasas durante la isquemia tiene relacién con

los fendmenos de fosforilacion de las proteinas del citoes-
queleto y por lo tanto con la degradacién de los micrott-
bulos (33). Nuestra observacién indica disminucion de
la inmunoreactividad de la MAP-2 en corteza cerebral,
caudatoputamen e hipocampo a las 3 horas después de la
isquemia; este hecho ha sido sistematicamente descrito
por diferentes autores (34,35).

Los cambios en el ensamblaje de microtibulos y en
la inmunoreactividad de la MAP-2 son un importante
y sensible indicador de respuesta neuronal al insulto
isquémico y al estrés metabdlico celular (36-39). Muchas
vias mediadas por diferentes mensajeros intracelulares
incrementan la fosforilacién de la MAP-2, lo que ocasiona
disminucién del ensamblaje microtubular, que se expresa
en los preparados inmunohistoquimicos como areas que
no captan el anticuerpo (Figura 3). Esta manifestacion
inmunohistoquimica es marcadamente sensible a los cam-
bios metabdlicos que se dan no solo en el foco isquémico
sino en sectores contiguos mas alejados como la totalidad
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del estriado y el hipocampo; varios autores han consi-
derado que estas dos estructuras corresponden a zona
de penumbra asociada al territorio de la ACM (38-43).

La disminucién de la inmunoreactividad de 1a MAP-
2 en las primeras horas después de la isquemia tiende
a recuperarse con el paso de los dias, se considera que
estos cambios se relacionan con mecanismos compensa-
torios de plasticidad cerebral: inicialmente implica una
disminucién de los patrones de conectividad y posterior-
mente fendmenos de reorganizacién y redireccionamiento
de los contactos sindpticos (41,43). Esta posibilidad de
revertir implica que la modificacién del inmunofenotipo
de la MAP-2 no necesariamente corresponde a muerte
celular. La marcacién de la MAP-2 es una clara eviden-
cia de lesion cerebral no letal y es significativa porque
muchos de los fenémenos bioquimicos desencadenados
por la excitotoxicidad y el estrés anéxico confluyen en la
expresién de la MAP-2.

Partiendo de estas observaciones, se puede plantear,
que la gran sensibilidad de la MAP-2 al estrés metabdlico
en la periferia del foco isquémico que incluye el cauda-
toputamen, el hipocampo y la corteza cerebral adyacen-
te se puede correlacionar con la denominada zona de
penumbra isquémica (44). Segun estas observaciones,
la zona de penumbra isquémica se establece desde muy
temprano después de que se instaura la lesién, como se
pudo observar a las 3 horas postisquemia (Figura 3). Con
el transcurso de las horas, parches de tejido isquémico se
fusionan para establecer de esta manera el foco isquémico
en las dreas de ausencia total de irrigacién (Figura 2).
El foco isquémico definitivo es mdas pequeno que el drea
demarcada por la baja inmunoreactividad a la MAP-2,
lo que implica un proceso de adaptacion vascular de las
dreas mas periféricas de la penumbra y posiblemente un
fenémeno de preacondicionamiento celular.

Con relacidn a la macroglia la isquemia cerebral focal
ocasiona una bien conocida respuesta de activacién de los
astrocitos no solo en el sector focal y drea de penumbra,
sino también, en sectores alejados del foco isquémico
(45) como lo hemos podido observar en toda la extension
del hemisferio lesionado a las 12, 24 y 72 horas con la
marcacion del citoesqueleto del astrocito con anti-GFAP
(Figura 4). El incremento de la inmunoreactividad de la
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proteina GFAP que corresponde a un tipo de filamento
intermedio especifico de los astrocitos se ha establecido
como uno de los marcadores mds sensibles para observar
la reaccion astrocitaria (46).

Se ha descrito que después de la isquemia se incre-
menta significativamente la recaptura de glutamato por
los astrocitos y se aumenta la sintesis, la concentracion
y la actividad de la glutamina sintetasa (47,48) enzima
que transforma el glutamato en glutamina. Sin embargo,
los astrocitos que se encuentran al borde de la lesion
en progreso, captan importantes cantidades de gluta-
mato liberado durante el proceso isquémico pero en el
momento en que los astrocitos presentan falla energética
por la ausencia de irrigacién sanguinea, se despolari-
zan y edematizan liberando de forma subita al espacio
intersticial todo el glutamato absorbido, de esta manera
empeoran la excitotoxicidad y aportan al crecimiento del
foco isquémico (49).

A pesar de esto, los astrocitos localizados en areas
de penumbra y dreas de normalidad metabdlica forman
un sincitio activo que se constituye en un buffer espacial
de potasio, por lo tanto hay un traslado de potasio del
sitio donde se encuentra en altas concentraciones a otros
alejados de estas dreas, y de esta manera se controla en
parte la hiperexcitabilidad neuronal en el drea de penum-
bra. La activacién del sincitio astrocitario tiene muchas
otras consecuencias importantes: fomenta o inhibe el
crecimiento axonal, posibilita el redireccionamiento del
cono axonal, sintetiza y libera sustancias neurotréficas
(45) vy en general hacen posible la reparacién de las
lesiones (48,49).

El sistema nervioso cuenta con un contingente de
células derivadas del mesodermo embrionario las cua-
les en etapas tempranas del desarrollo emigran al SNC y
ejercen una funcién inmunomoduladora. En nuestra serie
observamos cambios de las células de la microglia a las
12, 24 y 72 horas después de la isquemia al marcarlas con
el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (18),
reportamos diferentes tipos de inmunofenotipos microglia-
les dependiendo de la cercania al foco isquémico (Figura
5B, SCy 5D). En el foco y el borde se observa microglia
activa con su tipica apariencia de célula fagocitica; se
ha descrito que durante las primeras horas después del
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desencadenamiento de la excitotoxicidad la microglia
puede facilitar la muerte y la destruccién de las células
nerviosas por la liberacién de agentes como el factor
de necrosis tumoral alfa, el 6xido nitrico, el peréxido
de hidrégeno y los aniones superéxido. Este fendmeno
aunado a la falla energética de los astrocitos en el borde
de la lesién descrita previamente, potencia localmente
la muerte celular y el crecimiento del foco isquémico.

Adyacente al foco se observa la microglia activa (Figu-
ra 5C), la cual en su extension se acopla con el 4rea de
penumbra demarcada con MAP-2. Los cambios dados por
la falla energética subletal del drea de penumbra son los
responsables de la modificacién de estas células que se
consideran inmunomoduladoras (18), en la medida que
el foco crece las células de la microglia reactiva adya-
centes recogen totalmente sus procesos, se contraen y
se transforman en células activas fagocitarias. El papel
de la microglia en las lesiones isquémicas del sistema
nervioso depende del estado y grado de resolucién de
la lesién, en este proceso, la microglia puede fomentar
la sobrevida de las células y la reparacién de los tejidos
por la sintesis de factores de crecimiento como las inter-
leukinas 1y 3 y los factores de crecimiento celular que
estimulan la astrogliosis y la sobrevida neuronal (50).

La serie desarrollada por nosotros muestra neuronas
piramidales caspasa 3 positivas especialmente a las 3
y 12 horas localizadas en el borde de la lesién (Figura
6A). Se reporta que esta activaciéon de caspasa 3 en el
foco isquémico no corresponde al desencadenamiento de
mecanismos apoptoticos, sino a la liberacién del citocromo
c de las mitocondrias al citoplasma como consecuencia
de la falla energética aguda (21).

La activacion de la caspasa 3 en relacién con las
neuronas piramidales que se encuentran en el limite del
foco isquémico puede interpretarse como un indicador
temprano de actividad excitotdxica, progresiva e irrever-
sible. Si bien, en la muerte celular necrética se activan
diferentes tipos de proteasas debido especialmente al
incremento masivo de calcio intracelular, estas proteasas
en las que se incluyen las caspasas tienen la capacidad
de digerir muchos tipos de proteinas (21). El hecho de
que se pueda detectar la caspasa 3 activada indica que
el proceso proteolitico masivo no se ha desencadenado

en su totalidad; la activacion de la caspasa 3 tendria mds
relacién con la falla energética mitocondrial que conlle-
varia a la liberacién del citocromo c, el cual posibilita
la formacién del complejo citocromo c-proteina proa-
poptética BAD-Apaf. En este caso, la formacién de este
complejo y el resultado de la activacién de la caspasa 3
se puede interpretar como indicador temprano de muerte
necrotica y de actividad progresiva excitotdxica; esto es
congruente con el hecho de que las neuronas pirami-
dales caspasa 3 positivas en nuestra serie se observan
especialmente entre las 3 y las 12 horas postisquemia; a
las 72 horas el proceso excitotéxico se encuentra culmi-
nado y a este tiempo no se observan neuronas caspasas
positivas. Es llamativo que la morfologia de las células
caspasa 3 positivas, corresponda exclusivamente a neu-
ronas piramidales; no se observan astrocitos ni células de
microglia marcadas para caspasa 3, esto indica procesos
de activacién de proteasas diferentes relacionados con
las caracteristicas de las células sometidas a la isquemia.

CONCLUSIONES

La formacién del foco isquémico, la activacién de la pro-
teasa caspasa 3, la desarticulacién de los microttibulos de
las neuronas, la activacién de los astrocitos y los cambios
del inmunofenotipo de la microglia; forman en su contexto
un mapa integrado de fenémenos que puede dar luces
sobre la reaccién del tejido nervioso y sus procesos de
reorganizacién. La Figura 7 es una composicién en la que
se muestra espacialmente el conjunto de cambios que se
dan durante las primeras 12 horas después de instaurarse
una isquemia cerebral, estos fenémenos maés relevantes
permiten proponer cuatro eventos fisiopatoldgicos deli-
mitados, los cuales estan fundamentados en nuestros
resultados con la técnica inmunohistoquimica, el segui-
miento temporal y la histopatologia bdsica (Figura 8):
ZONA DE FOCO ISQUEMICO: sitio en el cual no hay
actividad metabdlica y se observa claramente el fend-
meno necrético. Se caracteriza por la pérdida total de la
estructura tisular, licuefaccién y formacién de espacios
con detritos celulares, los cuales se reabsorben después,
generando con frecuencia quistes compuestos de liquido
cefalorraquideo delimitados por la cicatriz glial, barrera
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FIGURA 7. Composicién en la que se muestra la simultaneidad de eventos celulares 12 horas después de presentarse lesion por isquemia cerebral focal

Muerte necrética

: Desarticulacién de microtubulos I

{ Microglia activada I

1 acid I
- Activacion de proteasas

——-I Microglia reactiva I

I
I Astrocitos reactivos I

{ Microglia en reposo I

FIGURA 8. Sintesis de los fenémenos fisiopatolégicos tisulares a las 12 horas (arriba) y 72 horas (abajo) después de una isquemia cerebral focal. El &rea de penumbra se delimita
desde el inicio de la isquemia y el foco crece sin invadir completamente esta zona. A las 72 horas se resuelve la zona de actividad excitotéxica y también la parte mas externa de
la zona de penumbra. La reactividad astrocitaria dura varios dias, tiempo en el cual se instaura la zona de gliosis y con frecuencia queda una cavidad de caracteristicas quisticas
compuesta de liquido cefalorraquideo
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e Ausencia de inmunoreactividad
MAP-2
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que aisla el sistema nervioso del entorno y facilita el
restablecimiento del ambiente neuronal. El foco isqué-
mico aumenta de tamafio de forma importante durante
las primeras 12 horas.

ZONA DE ACTIVIDAD EXCITOTOXICA: caracteriza-
da por la activacién en las neuronas de la proteasa de
cisteina caspasa 3 y otras proteasas desde los primeros
momentos, al parecer por falla metabédlica mitocondrial.
La activacién de esta proteasa al borde de la lesién es
indicio de irreversibilidad pero no implica el fenémeno
necrético en su plenitud, pues la activacién de otras pro-
teasas durante la muerte isquémica destruye la caspasa
3. En esta zona también se observan células de microglia
activadas las cuales asumen un comportamiento fagociti-
co y liberan citoquinas proinflamatorias, 6xidos nitricos
y radicales libres. Por otro lado, los astrocitos de esta
zona, igual que otras células, entran en falla energética y
muerte aguda por lo cual liberan el glutamato, el calcio y
el potasio asimilados durante la isquemia. Los anteriores
tres fendmenos en su conjunto hacen que el foco crezca
y que la lesién empeore. La zona de actividad excitoto-
Xica se resuelve completamente después de las 24 horas.

ZONA DE PENUMBRA: en este trabajo se propone
que la disminucién de la inmunoreactividad de la MAP-2
delimita el drea de penumbra isquémica. En ésta zona se
observan también células de microglia reactivas las cuales
normalmente responden a los cambios del microambien-
te por la alteracion metabdlica que se da en el tejido en
el cual se encuentran inmersas. Esta zona es invadida
paulatinamente por el crecimiento del foco isquémico
pero no es abarcada en su totalidad, normalmente la
zona mds periférica recupera su estabilidad fisiolégica
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