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NTRODUCCION

La isquemia cerebral es un fenémeno complejo y dinamico. Si bien la isquemia

tiene lugar de manera abrupta, las alteraciones moleculares que se producen

en las células (tanto en neuronas como en glia y en elementos vasculares de la
microcirculacién en la zona afectada) ocurren de manera secuencial a lo largo de un tiempo
que depende de la gravedad de la isquemia, de que ésta sea permanente o transitoria y de que
se apliquen o no medidas terapéuticas dirigidas proteger el tejido afectado. Conocer cuales
son los trastornos fisiopatoldgicos responsables del dafio por isquemia cerebral, asi como su
perfil temporal, es fundamental para poder aplicar tratamientos eficaces, farmacolégicos o no
farmacologicos, que protejan el tejido cerebral de los efectos deletéreos de la isquemia. En
este conocimiento y en el desarrollo de diversos farmacos y estrategias neuroprotectoras se ha
avanzado considerablemente en las Ultimas décadas (I-3).

La isquemia cerebral focal resulta de la interrupcién del flujo sanguineo regional a causa de
la oclusién de una determinada arteria, por mecanismo tromboembélico, o bien hemodinamico
(4-6). Conocer la etiologia determinara la estrategia mas adecuada para la prevencién secundaria.
Independientemente de la etiologia, la isquemia cerebral focal da lugar al ataque cerebrovascular
vascular (Ictus-ACV) isquémico o infarto cerebral cuando es permanente o al ataque isquémico
transitorio (AlT), cuando no lo es (4,6).

Teniendo en cuenta que el tejido cerebral es dependiente del aporte adecuado de oxigeno
y glucosa para su funcionamiento normal, el cese del mismo ocasionara diversas alteraciones
funcionales que conduciran finalmente a la muerte celular. Las manifestaciones clinicas dependeran
de la arteria afectada y de la extensién de tejido lesionado. A lo largo de este capitulo se
resumen los trastornos que conducen al desarrollo de un infarto cerebral como consecuencia
de una isquemia focal; con el fin de presentarlos de manera que permitan al neurdlogo clinico
comprender las bases de las distintas estrategias neuroprotectoras frente a la isquemia.
Esquematizar estos mecanismos fisiopatolégicos de manera que su explicacién resulte sencilla y
de utilidad, supone necesariamente incurrir en una excesiva simplificacién. No debemos olvidar
que todos estos trastornos se desencadenan de manera secuencial, pero no necesariamente
“organizada” ni “rigida” y que en funcién de distintas intervenciones o circunstancias se puede
modificar la expresion e importancia relativa de alguno de los mediadores de lesién frente a otros,
ya que todos estan relacionados entre ellos a través de distintas vias de sefalizacién.

Por Gltimo es necesario indicar que aquellas variables bioldgicas implicadas en el
mantenimiento de una adecuada homeostasis (tension arterial, glucemia, temperatura, oximetria)
influyen de manera importante en todos los mecanismos responsables del desarrollo de
un infarto cerebral (2,7).

LA PENUMBRA ISQUEMICA. EL CONCEPTO DE TEJIDO SALVABLE

La isquemia cerebral focal se traduce, en el territorio irrigado por la arteria afectada, en
distintos grados de reduccién de flujo sanguineo cerebral regional (FSC) (8), que dependen de
factores hemodinamicos, fundamentalmente de la existencia de circulacién colateral eficaz y del
mantenimiento de una adecuada presién arterial, ya que en el tejido isquémico, debido a la lesién
de las células endoteliales y de las células musculares lisas de la pared arterial como consecuencia
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de la isquemia, se pierden los mecanismos normales de regulacién de la circulacién cerebral y la
presiéon de perfusion se hace dependiente de la presién arterial.

Teniendo en cuenta que existen unos umbrales de flujo a partir de los cuales se van perdiendo
las funciones celulares (9-12), podemos entender que existiran areas de tejido sometidas a
mayor grado de isquemia, como son aquellas que dependen estrictamente de la arteria afectada,
con ausencia total o casi total de FSC, asi como las zonas mas susceptibles, que sufriran,
de manera practicamente inmediata, la muerte de todas las estirpes celulares. Esta zona se
denomina core del infarto y en ella, debido a la carencia de oxigeno y glucosa y a la consiguiente
deplecion energética, se produce la pérdida de funcién de membrana y de homeostasis idnica
que conduce a la muerte celular (13,14).

Alrededor de esta zona de infarto y dependiendo de los factores hemodinamicos mencionados,
puede existir flujo sanguineo residual suficiente para mantener la viabilidad celular, aunque no
su funcién normal, durante un tiempo determinado que dependera de la magnitud de dicha
perfusién residual. Esta zona transitoriamente viable, denominada area de penumbra isquémica
(8,9,11,12), es susceptible de recuperaciéon si la hipoperfusién y las alteraciones que ésta
produce se corrigen y por tanto es la diana de las medidas terapeuticas dirigidas a reducir
la lesion y las secuelas tras la isquemia cerebral focal (13-15). De continuar la situacion de
hipoperfusion, las alteraciones bioquimicas que resultan del trastorno de la funcién celular,
denominadas cascada isquémica, terminaran provocando la pérdida irreversible de la viabilidad
celular y causando su muerte (16-18).

La restauracién del FSC, es el primer paso logico en el tratamiento de la isquemia, pero se ha
podido comprobar que si esta normalizacién no se produce con relativa rapidez, la reperfusién no
resulta suficiente para inhibir los mediadores de la cascada isquémica e incluso puede potenciarlos
(19), facilitando la progresion de la lesién hasta la muerte celular y la extension del area de infarto
(16-18). Se ha comprobado ademas que existen fenémenos de muerte neuronal retrasada, hasta
varios dias después de la isquemia, aunque se produzca la reperfusion eficaz. En este fenémeno
se han implicado los mecanismos de muerte por apoptosis (20).

MECANISMOS DE MUERTE CELULAR

Existen dos mecanismos fundamentales de muerte celular tras la exposicién a fenémenos
nocivos: la necrosis y la apoptosis. En el caso de la isquemia cerebral, hay evidencia de que
se desencadenan ambos procesos. Los dos tipos de muerte se distinguen por marcadores
morfolégicos y también bioquimicos puesto que los mecanismos que las producen son
diferentes (21,22).

La muerte celular por necrosis es un fenémeno pasivo que depende de las alteraciones
bioquimicas producidas por el déficit energético y por la activacién de enzimas liticas constitutivas
que destruyen componentes celulares (13,14,23). Como consecuencia de la deplecién de energia
se produce el fracaso de la funciéon de membrana con pérdida del gradiente i6nico y paso de
agua al interior del citoplasma y las organelas con el consiguiente edema celular. Finalmente tiene
lugar la lisis de las membranas y la pérdida de la diferenciacion de los compartimentos celulares
(Figura I). La lisis celular y la liberacién del contenido citoplasmico ocasionan una respuesta
inflamatoria con infiltracién de leucocitos neutréfilos y macréfagos. Al microscopio 6ptico las
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Figura |. Representacion esquematica de los cambios morfolégicos en la muerte
neuronal por necrosis y por apoptosis.

neuronas necréticas se observan eosindfilas, con morfologia triangular y nicleos débilmente
tefidos, pérdida del neuropilo e infiltrados inflamatorios. Al microscopio electrénico se puede
observar la edematizacién de organelas con ruptura de membranas y fragmentacién y distribucién
periférica de la cromatina nuclear hasta que en fases avanzadas se produce la disolucién de
todos los componentes celulares. El ADN de las células necréticas se destruye, por la accién de
endonucleasas, de manera irregular en fragmentos que no siguen ningtin patrén definido y que se
visualizan como una mancha en la electroforesis (21,22,24).

La muerte por apoptosis se ha denominado muerte celular programada debido a que es un
proceso activo que depende de la puesta en marcha de una cascada de eventos que se inician
merced a sefiales especificas y de la expresion selectiva de determinados genes (21,22,24). Para
que los mecanismos responsables de la muerte por apoptosis tengan lugar es necesario que exista
una cierta reserva energética de tal manera que sea posible la expresion génica y la sintesis de
las proteinas implicadas. Morfolégicamente se caracteriza por la preservacion de las membranas,
de manera que en microscopia electrénica se pueden identificar adecuadamente las organelas,
y por la fragmentacién y condensacién periférica de la cromatina nuclear. Si bien no se produce
la lisis de membranas, la membrana plasmatica se divide dando lugar a la fragmentacion de la
célula en numerosas vesiculas, denominadas cuerpos apoptdticos, que se pueden identificar en
microscopia optica (Figura |). Puesto que no se produce la lisis de membrana ni la liberacion
del contenido celular, no se produce reaccién inflamatoria, pero si la fagocitosis posterior
de los cuerpos apoptéticos por macréfagos u otras células. La condensacion de la cromatina
corresponde a un patroén tipico de fragmentacién del DNA por activacién de una determinada
enzima DNAsa en fragmentos internucleosomales de tamafo mas o menos constante
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(aproximadamente 180-200 pares de bases), lo que da lugar a un patrén en escalera en
la electroforesis (21,22,24).

Como se menciond, cada vez hay mas evidencias de que ambos tipos de muerte celular
estan implicados en el dafo cerebral producido por las isquemia y de que ambos procesos
estan intimamente relacionados formando los dos extremos de un espectro continuo, ya que
se ha podido demostrar que en una misma lesién algunas células mueren por necrosis, otras
por apoptosis y otras por una combinacion de ambas (25). Los marcadores de necrosis son
mas abundantes cuanto mayor es la intensidad y duracién de la isquemia indicando que éste es
el mecanismo fundamental de muerte cuando la deplecion energética es mayor. Los estadios
mas precoces de la muerte celular por isquemia posiblemente impliquen una via comin para la
necrosis y la apoptosis; cuando la disponibilidad energética es escasa predominan los mecanismos
pasivos que constituyen la cascada isquémica conduciendo a la muerte por necrosis, mientras
que si la isquemia es menos grave (menos intensa y duradera) y existe disponibilidad energética
residual se pueden poner en marcha los fenémenos activos de la cascada de apoptosis y el
balance se desvia hacia esta otra via de muerte (26,27). De la misma manera cuando el tejido
isquémico que sufre procesos de necrosis es tratado de manera incompleta se puede producir
la muerte tardia por apoptosis y esto explicaria en parte por qué en muchos casos las distintas
terapias de reperfusion o neuroproteccion del tejido cerebral isquémico mediante inhibicién de
la cascada isquémica resultan ineficaces.

MUERTE CELULAR POR NECROSIS. LA CASCADA ISQUEMICA

El déficit energético producido como consecuencia de la alteracién del aporte de oxigeno
y sustratos, ocasiona, en el core de infarto, donde la gravedad de la isquemia es maxima y la
deplecién energética casi total, la pérdida de la funcién de membrana y del gradiente iénico y
la edematizacién y destruccién celular. En la zona de penumbra, donde existe flujo residual
y el déficit de energia es menor, la isquemia ocasiona la pérdida de funciones celulares
y esto da lugar a diversas alteraciones bioquimicas que tienen distintos efectos nocivos.
Caracteristicamente estas alteraciones se van encadenando, constituyendo la denominada
cascada isquémica (28) (Figuras 2 y 3) y explican, en parte, la progresion de la lesién en el area
de penumbra donde finalmente conducen a la destrucciéon de componentes celulares y a la
muerte celular por necrosis (13-18,23,28).

En los primeros estadios de la isquemia, el déficit de oxigeno desvia el metabolismo de la
glucosa por la via anaerobia ocasionando el aumento de acido lactico y acidosis. La acidosis inhibe
la fosforilacion oxidativa (29), contribuyendo a la deplecién energética; favorece la edematizacion
celular; aumenta la concentracién de calcio libre intracelular al liberarlo de su unién a proteinas
(30); contribuye a la lesién endotelial y a la alteracién secundaria de la microcirculacién y libera
hierro i6nico de su unién a proteinas en depésitos intracelulares lo que facilita la formacién
de radicales libres (hidroxilo) (31-34). Los radicales libres son muy téxicos para componentes
celulares y especificamente para la membrana causando su destruccién.

También desde etapas muy precoces, el fallo de membrana ocasionado por la deplecién
energética da lugar a la despolarizacion de las células afectadas. Esta despolarizacion se transmite
en el area de penumbra de tal manera que parte de la energia residual va siendo consumida en la
repolarizacion lo cual agrava el déficit energético. La despolarizacién ocasiona la entrada masiva
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de calcio al interior del citoplasma a través de canales dependientes de voltaje (35,36). Ademas la
despolarizacién induce la liberacién, desde terminales presinapticas, de aminoacidos excitadores
como glutamato, que abren canales de calcio dependientes de receptor (AMPA y NMDA) en
la neurona postsinaptica y activan receptores metabotropos (diacilglicerol, inositol-trifosfato,
fosfocratina) que facilitan la liberacion de calcio de depdsitos intracelulares, incrementando
la concentracion de calcio libre intracelular (37). El calcio activa diversas enzimas liticas
que destruyen componentes celulares (proteasas, lipasas, endonucleasas) (35), facilita la
sintesis de o6xido nitrico y la formaciéon de radicales libres derivados de 6xido nitrico
(peroxinitritos) (38) y desacopla la fosforilacién oxidativa comprometiendo aun mas la
disponibilidad energética (Figura 2).

Por otra parte el calcio activa diversos factores de transcripcién que favorecen la
activacién de la cascada de apoptosis o bien la inhiben dependiendo de la concentracién
intracelular, constituyendo uno de los factores que relacionan ambas vias de muerte celular.
Asi, concentraciones normales de calcio favorecerian la expresién de genes de supervivencia,
concentraciones moderadas la expresion de genes de muerte inductores de apoptosis y
concentraciones masivas, por los mecanismos descritos inducirian necrosis (39-41). La isquemia
induce también una respuesta inflamatoria que depende de la activacién de factores de
transcripciéon como el factor nuclear kappa-beta (NFB) que da lugar a la expresién de citocinas
proinflamatorias que, junto a la accién quimiotactica de los leucotrienos producidos por la
actividad de fosfolipasas activadas por calcio inducen la infiltracion leucocitaria. Los propios
leucocitos segregan posteriormente mas citocinas y moléculas de adhesién para perpetuar el
proceso. La respuesta inflamatoria juega un importante papel en la alteracién del flujo en la
microcirculacién y en la destruccion tisular (42,43).

MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La apoptosis es un fenébmeno activo que depende de la puesta en marcha de una cadena
de senales intracelulares iniciadas por la expresion de genes activados por la exposicion a
agentes nocivos, en este caso la isquemia, que conducen a la activaciéon de enzimas con
actividad proteolitica, denominadas caspasas. Se han descrito al menos 14 caspasas diferentes,
algunas de las cuales se denominan “iniciadoras”, y tienen funciones de activacién de la
cadena, originando la fragmentacién de la forma proenzimatica inactiva de otras caspasas
para su conversién en forma activa.

Las caspasas “efectoras”, principalmente la caspasa 3, destruyen proteinas citoplasmicas o
nucleares necesarias para la supervivencia celular. Asi mismo activan otras enzimas que destruyen
componentes celulares o que contribuyen a activar la cascada de procesos promotores de
apoptosis. La activacion de las caspasas depende del equilibrio estrecho entre la expresion de
sefales de muerte (genes y proteinas proapoptdticas) y las senales de supervivencia (genes y
proteinas antiapoptoticas) y puede iniciarse por estimulos nocivos externos o bien por estimulos
intracelulares como el dafio del DNA (44,45).

Los diversos estimulos nocivos se traducen en sefales de muerte mediante la activacién de

factores de transcripcién que dan lugar a la expresion selectiva de determinados genes y a la
sintesis de proteinas traductoras de la sefial. Estas activan la cascada de la apoptosis a través de dos
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Figura 3. Mecanismos celulares de dafio por isquemia. Modificado de Diez-Tejedor E,
Alonso de Lecifiana M, 1998 (23).

vias fundamentales: la via extrinseca o dependiente de receptor y la via intrinseca o mitocondrial
independiente de receptor (Figura 4). Se ha descrito recientemente una via alterna para la
activacion de caspasas que dependeria de la accién de calpaina, una enzima proteolitica activada
por calcio y responsable de protedlisis en la muerte por necrosis. Este supondria otro mecanismo
de interrelacién entre mediadores de necrosis y apoptosis (46).

Existe ademas una via de activaciéon de apoptosis independiente de caspasas que implica la
liberacién mitocondrial de factor inductor de apoptosis (AlIF). El dano del DNA de cualquier
etiologia induce la activacion de la enzima reparadora poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARPP-1).
La activacion masiva de PARPP-1 consume los depésitos de NAD mitocondrial y ello induce la
liberacion de AIF que produce la fragmentacion del DNA (47,48) (Figura 4). Esta es otra posible via

FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL, ALONSO DE LECINANA M. - 11 -
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de relacién entre los mecanismos responsables de la muerte celular por necrosis y por apoptosis
si tenemos en cuenta que el DNA se lesiona tras la activacién de la cascada isquémica de necrosis
por efecto de los radicales libres o de endonucleasas activadas por calcio.

VIiA INTRINSECA DE ACTIVACION DE CASPASAS

La mitocondria juega un importante papel en la regulacién de los mecanismos de muerte
neuronal (49). En la membrana mitocondrial se expresan diversas proteinas de la famila Bcl-2 que
tienen, entre otras, funciones de regulacién de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.
Algunas de estas proteinas tienen efecto antiapoptético (Bcl-2, Bcl-x|) y otras proapoptético (Bax,
Bad, Bid, Bcl-xs) (50). Del equilibrio entre la expresién de los componentes anti y proapotéticos
y de su localizaciéon en la membrana mitocondrial, depende la permeabilidad de la mitocondria
a los factores implicados en la apoptosis. En condiciones normales Bcl-2 y otras proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAP) se expresan en la membrana mitocondrial y después de la isquemia
se sobreexpresan como mecanismo de proteccion y reducen la permeabilidad mitocondrial (51).
Pero si la isquemia es suficientemente importante, se produce la sobreexpresion selectiva de
genes como c-jun que favorecen la sintesis de proteinas que liberan Bad de sus secuestradores
citoplasmicos y activan otras proteinas proapoptéticas como Bid. Esto permite su translocacion
a la mitocondria para aumentar la permeabilidad de la membrana mitocondrial, de modo que se
liberan al citoplasma citocromo C (Cit C) y factor activador de proteasas de apoptosis - | (Apaf-1)
(46,47,52,53). Cit C y Apaf-1 se unen a la procaspasa 9 formando un complejo denominado
apoptosoma que permite la activaciéon de caspasa 9 y la transformacién de procaspasa 3 en la
forma activa de caspasa 3 (46,47,49). Ademas se libera el complejo Smac-DIABLO que se une a
las IAPs neutralizando su efecto antiapoptdtico, puesto que sélo en presencia de Smac/DIABLO se
libera caspasa 3 de la unién a IAPs para ejecutar la muerte por apoptosis (47).

ViA EXTRINSECA DE ACTIVACION DE CASPASAS

Existen receptores de superficie celular pertenecientes a la superfamilia de receptores del
factor de necrosis tumoral (FNT) como FAS. Estos receptores contienen una determinada
secuencia de aminoacidos denominada “dominio de muerte”, por la cual se unen a moléculas
adaptadoras como FADD (Proteina asociadora de FAS con dominio de muerte). Estas a su
vez contienen otro dominio llamado efector de muerte por el que se unen a procaspasa 8.
Cuando FAS se activa por la unién de su ligando (FASL) forma un complejo con FADD y
procaspasa 8, para la activacién de esta a caspasa 8. Esta permite la activaciéon de caspasa
3, pero también de Bid, lo que induce la activacién secundaria de la via mitocondrial de
apoptosis (Figura 4) (45,54).

MECANISMOS DE MUERTE CELULAR TRAS ISQUEMIA FOCAL

En la fisiopatologia de la destruccién celular tras isquemia focal juegan papel fundamental
los mecanismos de necrosis, mediados fundamentalmente por fendmenos de excitotoxicidad
que desencadenan el incremento citoplasmico de calcio a través de los distintos tipos de
canales, la activaciéon de enzimas liticas, el exceso de éxido nitrico, asi como la respuesta
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inflamatoria y el exceso de radicales libres que tendrian su papel fundamental durante
la reperfusion (13,14,23).

Sin embargo cada vez se atribuye mayor papel a los mecanismos de apoptosis, una vez
demostrados los fenémenos de muerte tardia a pesar del restablecimiento del flujo sanguineo
cerebral regional (14,16-20). Ademas, esta via de muerte celular puede ser predominante en
el area de penumbra isquémica, en la que existe energia residual, cuando los tratamientos,
bien sea la reperfusiéon o la inhibicién de los mediadores de la cascada isquémica mediante
neuroprotectores no son suficientes para eliminar por completo las alteraciones bioquimicas
producidas en las células afectadas ni para bloquear sus efectos nocivos a largo plazo.
Ya se ha explicado que existen mediadores comunes de activacién de la necrosis y la
apoptosis dependiendo de la energia residual, fundamentalmente dependientes de los niveles
intracitoplasmicos de calcio y de la actividad de las mitocondrias.

En el caso de la isquemia focal adquieren gran importancia factores que pueden modular,
junto con la duracién de la isquemia, la capacidad de resistencia del tejido en penumbra, como
son la existencia y eficacia de circulacion colateral y la presién arterial, ya que en él area
de penumbra en que fracasan los mecanismos de regulaciéon de la circulacién cerebral,
el flujo sanguineo regional se hace directamente dependiente de la presién de perfusion
(55,56), los niveles de glucemia (56,57) y la temperatura (58,59). Se mencionan sélo algunos
datos que indican que la muerte por apoptosis se inicia desde etapas muy precoces ya en
el core de infarto, asi como algunas particularidades de este tipo de muerte celular en
esta forma de isquemia cerebral.

En el core de infarto se detecta activacion de caspasa 3 muy precozmente, después de |
hora del insulto isquémico. Posteriormente, a las 3 horas, sus niveles decaen y comienzan a
detectarse otra vez en el area de penumbra después de 12 horas de isquemia. La elevacién de
caspasa 3 en el core de infarto ocurre simultaneamente con el incremento de caspasa 8 lo que
indica una activacién muy temprana de la via de apoptosis dependiente de receptor (20,60).
Esto coincide con hallazgos de nuestro laboratorio que demuestran, en un modelo de isquemia
cerebral focal por ligadura de arteria cerebral media, un aumento de expresiéon de mRNA
de ligando de FAS desde las primeras horas de la isquemia (61). Mas tardiamente en el area
de penumbra se vuelve a producir un incremento de caspasa 3 que, en este caso, se asocia a
elevacion de caspasa 9, lo que indicaria activacién predominante de la via mitocondrial de la
apoptosis (60). Sin embargo estos datos no han sido corroborados en otros estudio en los que
no se demuestra activacién de caspasa 3 tras isquemia cerebral focal permanente y en los que
se ha comprobado que la necrosis prevalece en el core de infarto debido al fallo energético con
importante activacion de calpaina (observacién personal pendiente de publicacién).

Parece por lo tanto que en el area de penumbra, la apoptosis serfa, efectivamente, un
fendmeno mas tardio, secundario a la disregulacion mitocondrial a favor de las sefiales de muerte
en condiciones en que los cambios bioquimicos desencadenados por la isquemia persisten,
aunque con menor intensidad que en el core de infarto, produciendo, merced a la existencia de
energia residual, la activacion y expresion de genes promotores de muerte celular.

En conclusién, la isquemia cerebral focal es un proceso complejo y dinamico en el que se
desencadenan un conjunto de senales bioquimicas y genéticas que conducen a la destruccién de
componentes celulares y a la muerte celular por mecanismos de necrosis y apoptosis. Ambos
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tipos de muerte parecen estar relacionados, de manera que serian los dos extremos de un
espectro continuo que se decantaria hacia uno u otro lado en funcién de la intensidad y duracién
de la isquemia, asi como de la gravedad de la deplecién energética producida y de la existencia
o no de energia residual. Conocer los mecanismos responsables de la muerte celular tras la
isquemia, sus factores agravantes y su perfil temporal de expresién permitira aplicar medidas
terapéuticas neuroprotectoras eficaces dirigidas a inhibir los mediadores de lesién para reducir

las consecuencias de esta devastadora enfermedad.
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