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Abreviaturas

Abreviaturas.

AAE — Aminoacidos excitadores.

ADAMs — Metaloproteasa y desintegrina (A desintegrin and metalloproteinase).
ADP - Adenosina difosfato.

AINEs — Antilnflamatorios no esteroideos.

AMPA — Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico.

ASP — Aspartato.

ATP — Adenosina trifosfato.

BDNF — Factor neutrdéfico derivado del cerebro (Brain-Derived Neutrophic Factor).
COX-1 - Ciclooxigenasa tipo 1.

COX-2 — Ciclooxigenasa tipo 2.

DNA — Acido desoxiribonucleico.

EAAC — Transportador de aminoacidos excitadores (Excitatory aminoacid carrier).
EAAT - Transportador de aminoacidos excitadores (Excitatory aminoacid
transporter).

EDTA — Acido etilen-diamino-tetraacético.

EGTA — Acido etilenglicol bis (B-amonioetileter)-N,N’-tetraacético.

ELAM-1 - Molécula de adhesion endotelial-1 (Endothelial cell adhesion molecule).
FADH, —Dinucleétido reducido de flavina y adenina.

FMN — Mononucleotido de flavina.

GFAP — Proteina fibrilar glial acida (Glial fibrillary acidic protein).

GLAST - Transportador de glutamato y aspartato (Glutamate and Aspartic
Transporter).

GLT-1 — Transportador de glutamato (Glutamate transporter).

GLU - Glutamato.

HIF-1 - Factor-1 inducible por hipoxia (Hypoxia-inducible factor 1).

HSP - Proteinas de choque térmico (Heat-shock proteins).

ICAM-1 - (Molécula de adhesidn intercelular-1 (Intercelular adhesion molecule-1).
IL-1pB - Interleuquina 1.

IL-6 — Interleuquina 6.

INOS — Oxido nitrico sintasa inducible.

IRF1 - Factor-1 regulador del interferén (Interferon regulatory factor-1).

LDH — Lactato deshidrogenasa.

MCAO - Oclusion de la arteria media cerebral (Middle cerebral artery occlusion).

MMP - Metaloproteasas de matriz.
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Abreviaturas

MTT - Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio.

NAD" - Dinucleétido oxidado de nicotina y adenina.

NADH — Dinucleétido reducido de nicotina y adenina.

NF-xB — Factor nuclear «B.

NGF - Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor).

NMDA — N-metil-D-aspartato.

NSE — Enolasa neuronal especifica.

PBS - Solucién buffer fosfato.

PDTC — Pirrolidinditiocarbamato.

Pl — loduro de propidio (Propidium iodide).

POG - Privacién de oxigeno y glucosa.

SNC — Sistema nervioso central.

RNAm — Acido ribonucleico mensajero.

TACE/ADAM17 — Enzima convertidora de TNF-a (TNF-o converting enzyme).

TGF-p - Factor transformante de crecimiento-p (Transforming growth factor).

TIMP-1 - Inhibidor tisular de metaloproteasa-1 (Tissue inhibitor of
metalloproteinase).

TNF-o — Factor de necrosis tumoral.

TTC — Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride).

VEGF - Factor vascular de crecimiento endotelial (Vascular endothelial growth

factor).
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Introduccion.

1. Enfermedad cerebrovascular (e.c.v.).

i) Definicidon y origen del término.

En el tejido cerebral, la isquemia se produce como consecuencia de un coagulo
gue interrumpe un vaso (infarto isquémico; i.i.), o cuando este se rompe (infarto
hemorragico; i.h.). En cualquier caso se va a producir la interrupcion del flujo sanguineo
a una region del cerebro. Cuando esto sucede, las células de esa zona mueren en poco
tiempo. Otro término que se empleard en esta Tesis es el de ictus, que representa de
forma genérica un grupo de trastornos que incluyen el infarto isquémico, el infarto
hemorragico y la hemorragia subaracnoidea. Ictus proviene del latin ictus-us y significa

golpe. Su sinénimo inglés es stroke.

La muerte celular induce la liberacion de unos mediadores quimicos que
disparan lo que se llama cascada isquémica. Esta cascada puede afectar células que
estén mas alla del nucleo isquémico, en la penumbra, donde el flujo sanguineo esta
comprometido pero no interrumpido. Sin tratamiento alguno, estas células de la regién

anexa al ntcleo, mueren también.

Cuando se produce un infarto isquémico cerebral, con la consecuente muerte
celular, se pierde el control de las habilidades que corresponden a esa region. Esto
puede producir problemas en el habla, la memoria o el movimiento. La gravedad de las
consecuencias dependera de la zona afectada y del tamafio del infarto. Un pequefio i.i.
puede ocasionar consecuencias menores como debilidad en una extremidad, mientras
que un i.i. grave puede dejar a una persona con una ausencia total de movimientos o

con pérdidas en el habla.

El término de infarto isquémico fue acufiado por primera vez por los neurdlogos
canadienses Vladimir C. Hachinski y John Norris. A principio de la década de los
noventa, la NSA (Asociacién Nacional de Ictus de Estados Unidos; National Stroke
Association) empieza a utilizar este término, ya que es mas descriptivo y realista que la
palabra stroke. Con esto se trata de dar una verdadera dimension a esta situacién y asi

intentar concienciar a los especialistas y a los pacientes de que el tratamiento inmediato
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de la e.c.v. es crucial. Cada minuto perdido hace que la ventana de actuacién sea menor

y que el dafio sea cada vez mayor.

ii) Epidemiologia y factores de riesgo.

Es la segunda causa, la primera en el caso concreto de las mujeres, de muerte
en los paises desarrollados tras el cancer. El principal problema es la poca educacién

respecto a los sintomas y el tiempo que se pierde hasta que se actua.

En el dltimo estudio realizado, Espafia se situaba a mediados de la década de
los 90 en el tercio inferior de paises con menor nimero de fallecimientos por ictus. En
concreto se situaba entre Holanda y Reino Unido, con 71,5 por cada 1000 habitantes.
Estados Unidos es el pais con la menor tasa (47,3 por cada 1000 habitantes), aunque la
desinformacion sigue siendo el mayor problema. Un estudio realizado por la Universidad
de Cincinnati determina que mas de la mitad de los pacientes, en concreto el 52%, que
sufrieron un ataque cerebral no fueron advertidos de ello. Segun un estudio de la NSA
en 1.996, un 17% de los adultos con mas de 50 afios no podian decir un solo sintoma
de un ataque cerebral. Pero el factor mas importante es el tiempo desde que ocurre el
infarto hasta que se presenta el paciente en urgencias. En algunos estudios realizados
(Alberts et al., 1990), se determin6 que el 58% de los pacientes que sufrian un ataque
cerebral no acudian al médico hasta después de 24 horas o mas desde que el comienzo
del ictus. En concreto parece que el tiempo medio de asistencia a un paciente esta en

unas 13 horas desde el comienzo del ataque.

Los factores de riesgo se pueden clasificar en controlables o incontrolables.
Tener un factor de riesgo incontrolable no implica que se vaya a sufrir un ictus
irremediablemente. Con una buena prevencion sobre los controlables se reduce mas
que notablemente el impacto de los incontrolables. Dentro de los factores incontrolables

podemos encontrar;

0 Edad. La probabilidad de padecerlo aumenta con la edad. Dos terceras partes de los
ictus ocurren a partir de los 65 afios. Cada década de afios desde los 55 aumenta al
doble la probabilidad.

o Sexo. Los hombres tienen un riesgo mayor que las mujeres.

0 Raza. Los afroamericanos son la etnia con més riesgo de padecerlo.

o Antecedentes familiares. El riesgo es algo mayor en los descendientes.
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0 Diabetes. Las personas diabéticas tienen mayor riesgo que las no diabéticas.

Ademaés el dafio cerebral puede ser mayor si los niveles de glucosa estan elevados.

Como se ha dicho antes, hay también una serie de factores controlables que
pueden hacer que la posibilidad de sufrir esta enfermedad disminuya mucho. Algunos de
estos factores tienen que ver con el estilo de vida (dieta, tabaco, alcohol,...). Los mas

importantes son:

o Presidn sanguinea elevada. La hipertension incrementa de cuatro a seis veces el
riesgo. Es el factor de riesgo controlable mas importante y el problema es que es
una condicion relativamente comuan, que afecta a cerca de un tercio de la poblacion
adulta. Entre un 40 y un 90% de los pacientes tienen la presion sanguinea elevada
(> 140/90).

o Enfermedades cardiacas. Dentro de ellas hay que destacar la fibrilacion auricular.
Puede aumentar el riesgo entre cuatro y seis veces. El latido arritmico de la auricula
izquierda permite que se almacene sangre en el corazén que podra formar coadgulos
gue luego seran arrastrados hasta el cerebro. La prevalencia de fibrilacién auricular
se incrementa con la edad, y asi, el 36% de las personas mayores de 80 afios que
padecieron un ictus fue provocado por fibrilacion auricular.

o Colesterol elevado. El colesterol puede incrementar el riesgo de ictus, ya que puede
producir la liberacién de algunos coagulos por ocasionar ateroesclerosis.

o Alteraciones respiratorias en el suefio. Se ha observado que la apnea en el suefio
produce unos niveles de oxigeno muy bajos en la sangre, asi como unos niveles de
diéxido de carbono muy elevados que pueden ocasionar coagulos.

0 Antecedentes personales. Personas que han sufrido un ictus tienen un riesgo mas
elevado de padecer otro. Un 42% de los hombres y un 24% de las mujeres que
tuvieron un ictus tienen un porcentaje mayor de volverlo a sufrir en los siguientes
cinco afnos.

o Tabaco, alcohol y sobrepeso. Estos tres factores hacen que el corazén y el sistema
circulatorio estén mas dafiados, por lo que el riesgo es mayor. Sélo el tabaco puede

hacer que el riesgo se duplique.
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iii) Clasificacion.

La e.c.v. se puede clasificar en dos grandes grupos, de origen isquémico y de
origen hemorragico (Tabla 1). La mayor parte de los infartos cerebrales se pueden
considerar como isquémicos, en torno a un 85%, y so6lo un 15% pertenecerian a los

hemorragicos.

Dentro de los isquémicos podemos hacer una subdivision segun la disminucion
del aporte sanguineo cerebral total (isquemia global) o parcial (isquemia focal). Segun la
duracién del proceso podra ser ataque isquémico transitorio (a.i.t.) o infarto cerebral, si
no remite a las 24 horas. Entre los infartos hemorragicos se encuentran los que se
producen en el parénquima o en el interior de los ventriculos (hemorragia cerebral) o en

el espacio subaracnoideo (hemorragia subaracnoidea).

e.c.v.
Isquémico Hemorragico
Global Focal Hemorrag|a Hemorragia
subaracnoidea cerebral
Ataque isquémico Infarto Parenquimatosa Ventricular
transitorio (a.i.t.) cerehral
Aterotrombodtico Lobar
Cardioembolico Profunda
Lacunar Troncoencefalica
Causa inhabitual Cerebelosa
Causa indeterminada

Tabla 1
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El infarto aterotrombaético (25-30%) es un infarto de tamafio grande o mediano,
con localizacioén cortical o subcortical. Se produce por una oclusién o estenosis de una
arteria de mediano o gran calibre. El infarto cardioembalico (20%) se produce por la
oclusion de una arteria por un émbolo de origen cardiaco. Tienen una localizaciéon
cortical. El infarto lacunar (15-20%) es un infarto de pequefio tamafo, localizado en el
territorio de distribucion de las arterias perforantes cerebrales. Ocasiona un sindrome
lacunar, hemiparesia motora pura, sindrome sensitivo puro, hemiparesia-ataxia 0 un
sindrome sensitivo-motor. El infarto de causa inhabitual (5-15%) es aquel en el que,
tras el diagnostico, no se puede asignar a ningun grupo de los anteriores. El infarto de
causa indeterminada (15-35%) se clasifica de esta forma tras descartarse el que se

pueda incluir en otro grupo. Afectan al territorio carotideo o vertebrobasilar.

El e.c.v. calificado como hemorragia parenquimatosa se produce por una
rotura vascular espontédnea, que se sitda en el interior del parénquima encefalico. Se
subclasifica como primaria cuando la rotura de la pared vascular es a consecuencia de

arteriosclerosis o la hipertension arterial.

La hemorragia ventricular se considera como tal al encontrar sangre en el
interior de los ventriculos. Es primaria cuando sé6lo hay sangre en esta estructura y
secundaria cuando se produce en el parénquima y se extiende hasta el sistema

ventricular.

La hemorragia subaracnoidea es la extravasacion de sangre al espacio
subaracnoideo, bien directamente (primaria) o cuando el sangrado empieza en otro

lugar (secundaria).

iv) Sintomas clinicos.

La enfermedad cerebrovascular siempre va a producir alteraciones en el
intelecto, en la forma de percepcién y en el movimiento del individuo que lo sufra. En
definitiva, cambia la forma de interaccionar del paciente con su entorno. Las habilidades
especificas que se pierdan o se afecten van a depender de la extensién del dafio vy,
sobre todo, de la region cerebral donde se produzca. El cerebro es un 6rgano
excepcionalmente complejo y cada area es responsable de unas funciones especificas.
Asi, podemos dividirlo en cuatro zonas primarias (hemisferio derecho, hemisferio
izquierdo, cerebelo y tronco). Dependiendo de la zona afectada, los sintomas y

consecuencias seran unos u otros.
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- Afectacion del hemisferio derecho: este hemisferio es responsable del control
del movimiento del lado izquierdo del cuerpo. También controla las habilidades
analiticas y perceptuales, como la distancia, el tamafio, la velocidad o la posicién. Un
infarto isquémico en este hemisferio puede producir paralisis del lado izquierdo
(hemiplejia izquierda) o dificultades para habilidades espaciales. Puede ocasionar
caidas por un mal célculo de las distancias o0 que éste sea incapaz de guiar las manos
para coger un objeto, abrocharse un botén o atarse los cordones de los zapatos.
Ademds se pueden presentar problemas con la memaoria a corto plazo (como recordar el
desayuno de la mafana). A menudo, estos pacientes desarrollan un estilo de vida
similar al que llevaban antes de padecer el infarto, sin tener en cuenta las secuelas, lo

gque hace que en algunas situaciones sea extremadamente peligroso.

- Afectacion del hemisferio izquierdo: el hemisferio izquierdo rige el movimiento
del lado derecho del organismo. También controla la capacidad del habla y del lenguaje.
Un infarto isquémico en el hemisferio izquierdo puede producir una hemiplejia derecha.
También puede aparecer afasia (dificultad para hablar o problemas con el lenguaje). A
veces, esta afasia puede implicar la habilidad para mover los musculos relacionados con
el habla, mientras que en otras ocasiones, el paciente puede tener dificultad para
escribir, leer o entender una conversacion. Pueden también desarrollar problemas para
asimilar nueva informacién y nuevos conceptos. A diferencia de los supervivientes de
enfermedad cerebrovascular en el hemisferio derecho, aquellos que lo sufren en el
hemisferio izquierdo desarrollan un estilo de vida mucho mas cauto y tranquilo. Muchas

veces necesitan de otros para completar funciones elementales en su vida cotidiana.

- Afectacion del cerebelo: el cerebelo controla muchas de nuestras funciones
relacionadas con los reflejos, equilibrio y coordinacion. Un infarto isquémico en esta
zona del cerebro puede causar reflejos anormales en la cabeza y el torso, problemas de

coordinacién y equilibrio, mareos, naduseas y vomitos.

- Afectacion del tronco cerebral: la enfermedad cerebrovascular en esta zona es
especialmente devastadora para el que la padece. Este &rea controla funciones
involuntarias de nuestro organismo, como la respiracion, presién sanguinea o ritmo
cardiaco. También otras funciones como el movimiento ocular, el oido, el habla o la
deglucién son reguladas en el tronco del cerebro. Otro agravante a destacar es que los
impulsos generados por los hemisferios viajan a través del tronco cerebral, por lo que se

pueden presentar hemiplejias en uno o en ambos lados del cuerpo.
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Los sintomas clinicos mas importantes de la e.c.v. se pueden resumir en:

¢ Debilidad, entumecimiento o insensibilidad de la cara, de un brazo o de una pierna,
especialmente de un lado del cuerpo.

e Confusidn, problemas en el habla o en el entendimiento.

e Problemas de visién en uno o en los dos ojos.

¢ Problemas de coordinacién, al andar, mareos o pérdida de equilibrio.

e Fuertes dolores de cabeza sin causa conocida.

e NAauseas, fiebre y vomitos, que se distinguen de infecciones virales por la velocidad
de comienzo.

e Pérdidas de conciencia o periodos de menor conciencia (desmayos, confusion,

convulsiones 0 coma).

v) Diagnostico.

Como norma general, cualquier paciente con sospecha de padecer un ictus debe
ser remitido a un centro hospitalario urgentemente. La asistencia primaria debe ir
encaminada a una actuacion médica rapida. Hay que tener muy claro que la atencién
neurolégica en las primeras horas esta directamente relacionada a una mejoria en la

evolucion funcional del paciente.

Hay una serie de exploraciones que deben llevarse a cabo con todo paciente que
ingresa en un centro hospitalario con un ictus. El objetivo es establecer la etiologia y la
terapia mas adecuada. El orden de las pruebas diagndsticas dependera del historial

médico del paciente. Estas pruebas de urgencia son las siguientes:

1. Tomografia computerizada sin contraste.
2. Estudios de laboratorio. Sangre:
» Velocidad de sedimentacion.
» Hemograma.
» Pruebas de coagulacion (tiempo de protrombrina y tiempo de tromboplastina
parcial).

» lonograma.

A\

Urea.

» Creatinina.
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» Glucemia.

» Transaminasas.

» Gases en sangre arterial (si hay sospecha de hipoxia).
3. Estudios de laboratorio. Liquido cefalorraquideo: (si hay sospecha de hemorragia

subaracnoidea o infeccién y la tomografia es negativa).
4. Estudios cardiol6gicos.

» Electrocardiograma.

» Ecocardiograma (si hay sospecha de endocarditis).

» Monitorizacion cardiaca.

Radiografia de torax.

Ecografia-Doppler.

7. Electroencefalograma.

Las técnicas méas comunes de diagnéstico son las pruebas carotideas no
invasoras, la angiografia cerebral y técnicas de imagen cerebral. Los estudios Doppler
transcraneales permiten determinar la gravedad y localizacion de la ateroesclerosis
carotidea. También son utiles para conocer los flujos de las arterias cerebrales anterior,
media, posterior y vertebrobasilares. La angiografia cerebral es el método mas fiable
para la evaluacion del sistema cerebrovascular, ya que permite detectar estenosis
intensas, procesos aterotromboéticos, mostrar la circulacion colateral en el poligono de
Willis y en la region cortical, aunque se producen complicaciones en un 10-12% de los
casos. Dados los riesgos de esta técnica cada vez se impone el desarrollo de técnicas
de imagen. Son las pruebas mas importantes en fase aguda. La tomografia
computerizada permite descartar hemorragia como fuente del ictus, aunque no permite
detectar infartos cerebrales en las primeras horas. La resonancia magnética permite
localizar la magnitud y posicion de los infartos aunque puede no ser util en algunas
estructuras. Por eso, ademas de combinar estas técnicas, se emplean cada vez mas los

estudios con flujo de xen6n o la tomografia de emisién de positrones.

Todas estas pruebas van encaminadas a conocer una serie de datos que son

cruciales en el inicio del tratamiento, como:

- Establecer que la causa del déficit neuroldgico es un ictus.

- Definir que el ictus es de naturaleza isquémica o hemorragica.
- Determinar la posible reversibilidad del cuadro.

- Concretar la etiologia méas probable.

- Desarrollar el riesgo de posibles complicaciones.
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Cuando se ha establecido la etiologia del ictus hay una serie de exploraciones

obligadas en el seguimiento del paciente segun el origen de la enfermedad (Tabla 2):

Causa del ictus Tipo de exploracion
Embolia de origen cardiaco Estudios cardioldgicos
Hematologia
Ateromatosis de troncos Ecografia-Doppler
supradpticos Angio-RM
Hematologia

Doppler transcraneal
Ateromatosis intracraneal Hematologia

Doppler transcraneal

Infartos lacunares Hematologia
Hematologia
Infartos indeterminados
Hematologia
Ictus con enfermedad no Inmunologia
ateromatosa Angio-RM

Ecografia-Doppler

Angio-RM
Doppler transcraneal
Hemooragia cerebral Hematologia. Biopsias.

Tabla 2

vi) Tratamiento.

El tratamiento mas eficaz es la prevencion. La mejor estrategia para reducir la
prevalencia de la e.c.v. es el cuidado de los factores de riesgo cardiovasculares (habitos
de vida, alimentacion, reduccién de peso y ejercicio moderado). Una vez se ha
producido, hay algunos tratamientos que podemos considerar especificos segun al tipo
de infarto:
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vi.1.) Tratamiento de la e.c.v. de origen aterotrombético.

Acido acetilsalicilico. El uso de este farmaco es todavia polémico, aunque se
considera el farmaco patrén. La mayor polémica surge de la dosis empleada. En Europa
hay la tendencia a recomendar dosis medias o bajas (<325mg/dia), mientras que en
EE.UU. se recomiendan dosis medias o altas (>325mg/dia). Las dosis pequefias
estarian justificadas segun una menor incidencia de hemorragias, mientras que las dosis
altas estarian de acuerdo con los datos que sugieren un comportamiento dosis-
respuesta. Este debate seguira manteniéndose hasta que no se haga un estudio directo

comparando dosis muy bajas, bajas y altas.

Tienopiridinas. En diversos estudios comparativos entre la aspirina y la ticlopidina
se ve el mayor efecto beneficioso de este ultimo. De hecho es capaz de reducir un 33%
el riesgo de nuevos eventos cerebrales, frente al 25% de la aspirina. Por el contrario,

presenta una mayor incidencia de efectos secundarios (neutropenia, diarrea y erupcion).
Tratamiento hipolemiante. Hasta hace poco no era muy recomendado el uso de
hipolipomiantes, pero las estatinas han cambiado esta tendencia. A falta de un estudio

directo, parece que hay una reduccion en la incidencia de ictus.

Anticoagulantes. Se emplean mas en embolias cerebrales, en prevencion

secundaria de infarto cerebral de origen aterotrombaético no estan recomendados.

vi.2.) Infarto lacunar.

No existen estudios especificos y diferenciados para este tipo de infartos. Por
eso, se recomienda un tratamiento igual que en el apartado de infarto cerebral de origen
aterotrombatico.

vi.3.) Embolias cerebrales.

Se emplean los anticoagulantes orales (heparinas no fraccionadas, heparinoides

y heparinas de bajo peso molecular, asociandolas con acido acetilsalicilico).

11
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vi.4.) Infarto cerebral de causa inhabitual o de etiologia no determinada.

El principal problema es la poca incidencia de estos infartos, con lo que su
estudio se hace complicado. Esta recomendado el uso de heparina intravenosa y
posteriomente anticoagulantes hasta la recanalizacién, aunque en el caso de los
estados protromboéticos, la funcién de los anticoagulantes es discutida. Dependera de

cada caso particular.

En los infartos sin causa identificada, se recomienda la terapia antiagregante

como primera medida y la anticoagulacion oral si aparecen recurrencias.

vi.5.) Estrategias generales.

Actualmente se emplean muchos tipos de estrategias (en principio no
excluyentes) y muchos otros farmacos estan en fase clinica. Casi todos ellos van
orientados a la mejora del flujo sanguineo cerebral, con lo que se evita el dafio que
produce su interrupcion. En este grupo estarian los antitromboticos y los tromboliticos.
Otros farmacos tienen como objeto la inhibicion de la acciébn que ocasionan los
mediadores liberados en la isquemia y en la reperfusion, es el caso de los
neuroprotectores y citoprotectores. Otros tratamientos, mas especificos, van

encaminados a la neuroproteccion o a la restauracion del flujo sanguineo cerebral.

Neuroprotectores. La restauracion del flujo cerebral sanguineo no lo es todo en
el tratamiento del ictus cerebral. Dependiendo del tiempo de acciéon habra una regién
mas o menos grande del cerebro con un flujo sanguineo menor de 20 ml/minuto, con lo
que ya habrd algun trastorno funcional. Ademas en la reperfusion se producen muchos
fendmenos nocivos que convienen ser reducidos al maximo. Entre los neuroprotectores
hay distintos grupos segun su mecanismo de accién, muchos de estos estan en fase
clinica, aunque ninguno ha mostrado totalmente su eficacia en clinica. Van encaminados
a las distintas etapas de la e.c.v., como la deplecién de ATP, la liberacién de glutamato,

la acumulacién de acido lactico, la entrada de calcio, ...

Antagonistas del glutamato: se han estudiado varios farmacos antagonistas del
subtipo de receptor de glutamato NMDA. Del dextrorfano y del eliprodil no se pueden
sacar conclusiones claras, mientras que el estudio con selfotel tuvo que abandonarse

por un aumento de la mortalidad. Un farmaco que si ha funcionado, administrado dentro

12
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de las seis primeras horas, es el lubeluzol, un bloqueante de canales de sodio que

inhibe la liberacion de glutamato.

Antagonistas de los canales de calcio: se han probado las dihidropiridinas
(nimodipino) y se ha encontrado un efecto positivo sélo en el grupo que recibi6 el

tratamiento en las doce primeras horas.

Citicolina: es un intermediario de la sintesis de fosfolipidos de membrana,
estimula la sintesis de acetilcolina, reduce la acumulacion de &cidos grasos y es
antioxidante. Por todo esto, la citicolina ha demostrado un efecto neuroprotector,
neurorreparador y neurocognitivo experimental y clinicamente. Ademas, hay que

destacar su perfil de seguridad.

Tromboliticos. El farmaco méas importante de este grupo es el rt-PA (activador
tisular de plasminégeno recombinante). Se obtienen resultados buenos en la
administraciéon de rt-PA intravenoso en las tres primeras horas o intraarterial,
administrada con un microcatéter situado cerca de la oclusion, en las seis horas iniciales
(Brott et al., 2000). A pesar de esta mejoria, es eficaz sélo en un estrecho margen de

tiempo, y la mayoria de los pacientes llegan al hospital tarde para poder actuar.

La situacion actual refleja cierta incertidumbre sobre el tratamiento mas
adecuado. Afortunadamente se ha avanzado mucho, ya que hace unos afios no existia
un tratamiento especifico. Cada vez se sabe mas sobre el desarrollo de esta
enfermedad y como consecuencia se va avanzando mas en su tratamiento. Ademas
cada dia se cuentan con mas Unidades de Ictus en los hospitales, por lo que se lleva a
cabo una vigilancia mas estrecha del paciente. El problema mayor ahora es decidir entre
todos los tratamientos el mas adecuado, eficaz y seguro. Para responder esa pregunta
hay muchos ensayos clinicos en marcha. Muchos de ellos se abandonan por no suponer
ninguna mejora significativa respecto al grupo no tratado, pero muchos otros parece que

apuntan una mejora en el desarrollo del tratamiento de la enfermedad cerebrovascular.

2. Fisiopatogenia de la enfermedad cerebrovascular.

La primera consecuencia que se observa es la reduccion del flujo sanguineo de

una zona cerebral determinada. La interrupcion del flujo sanguineo va a ser grave en lo
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gue se denomina nucleo de la lesién (core). A medida que se separa del nacleo
isquémico (penumbra isquémica), la lesion es menor ya que el flujo colateral que llega
del territorio no isquémico es mayor. Por lo que se vera mas adelante, es en esta region
donde es prioritario actuar para evitar un desarrollo posterior de la lesion (Hakim, 1987).
La técnica experimental que mas informacion ha dado sobre este proceso es la oclusion
de la arteria media cerebral (MCAO) en ratas (Tamura et al., 1981), una de las que se

ha empleado en esta Tesis.

El impacto que la isquemia cerebral tiene en el cerebro va a depender, ademas
de la regién donde ocurra, de la duracién y de la gravedad con que se produzca. Se ha
observado que una disminucién del 20% del flujo normal tiene como consecuencia la
reduccién de la sintesis de proteinas (Jacewicz et al., 1986), quiza por la disgregacion
que sufre el ribosoma en la isquemia (Hossmann, 1994). Cuando la reduccién del flujo
alcanza el 80%, se altera la produccién de ATP, se pierde el gradiente ionico y se
despolariza la célula. A partir de aqui se producen unos hechos ya incompatibles con la
viabilidad celular (Hossmann, 1994). A continuacion expondremos los distintos procesos
que ocurren en el curso de un infarto isquémico cerebral (ladecola 1999. Cerebral

ischemia: molecular and cellular pathophysiology).

2. 1. Eventos celulares.

2. 1. a. Fallo energético.

La interrupcién de flujo va a producir un fallo energético, con una caida de los
niveles de ATP, que traera como consecuencia que las ATPasas y otras bombas idnicas
no funcionen (Astrup et al., 1977). Como consecuencia de esto, se empieza a acumular
sodio en el interior de la célula y potasio en el exterior (despolarizaciéon andxica), lo que
ocasiona la pérdida de los gradientes i6nicos de membrana. Dependiendo de la
intensidad y la duracion de este proceso, la célula puede tener distintas respuestas. En
el caso del core de la lesion, la deplecion total de ATP es la principal responsable de la
muerte celular. (Astrup et al., 1977). En la penumbra, donde el fallo energético no es
total, son otras las causas del dafio celular (liberacibn masiva de aminoacidos
excitadores, excitotoxicidad inducida por glutamato, sobrecarga de calcio, dafios por

radicales libres,...).
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3 horas: inicio del tratamiento

| 1 1 1
0.1min. Imin. 10min. 1,5h. 15h _

ATP

K+

[Na*Ca?*ClI;

Lib. Glutamico 4\

Genes Tempranos

-

Figura 1. Curso temporal de los fendmenos bioquimicos y celulares en la
enfermedad cerehravasciilar

2. 1. b. Liberacion de aminoacidos excitadores. Excitotoxicidad inducida por

glutamato.

Se sabe desde hace afios que el glutamato liberado en la isquemia alcanza
niveles neurotoxicos en el cerebro (Olney et al., 1969; Benveniste et al.,, 1984). Los
efectos derivados de esto se deben a la sobreactivacion de los receptores de membrana
de glutamato (Choi, 1988; Lee et al.,, 2000) metabotrépicos e ionotropicos, nombrados
segun sus agonistas farmacologicos. NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) y kainato. Los tres tipos de receptores
estan asociados a canales iénicos y permiten al sobreestimularse la entrada de sodio y
la salida de potasio. Pero ademas, el receptor NMDA va a ser el responsable de la
entrada masiva y sobrecarga de calcio en el interior celular. Es la consecuencia de la
excitotoxicidad inducida por glutamato. Estas células moriran, liberaran su contenido y
provocaran que el tejido tenga que reequilibrar el gradiente iénico a costa de gastar ATP
(Nedergaard et al., 1986). Este proceso es el responsable de que se vaya extendiendo
una ola despolarizante o despolarizaciones peri-infarto desde el core hasta la penumbra.
Esta ola aumenta la demanda metabdlica y el fallo energético, con lo que se potencia de
nuevo la liberacion de glutamato (Lee et al., 2000). Se ha visto en modelos in vitro que

antagonistas de este receptor, como el MK-801, reducen el dafio neuronal. El problema
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de estas estrategias neuroprotectoras son los efectos secundarios que tiene este

farmaco o la poca eficacia que han mostrado en la clinica.

2. 1. c. Sobrecarga de calcio.

La concentracion fisiol6gica de calcio intracelular es del orden de milimolar, si
bien, en su forma libre no sobrepasa 107-10°M. Se mantiene en estos margenes tan
estrechos gracias a un eficaz control llevado a cabo por la célula (Miller, 1991) gracias a
la Ca?*-ATPasa, el intercambiador Na*-Ca?', los depdsitos de calcio intracelulares (el
reticulo endoplasmatico y la mitocondria) y las proteinas que unen calcio

(calmodulina,...).

Durante la isquemia hay una serie de cambios que conducen a la célula a
aumentar su concentracién de calcio en varios 6rdenes de magnitud y este aumento
produce un efecto letal (Orrenius et al., 1989). La entrada de calcio se debe no sélo a la
activacion del receptor NMDA, también a los canales de calcio voltaje dependiente
activados por la despolarizacion y a la reversion del intercambiador sodio-calcio (Lee, et
al. 2000).

Por una parte se pueden activar proteasas como la calpaina-lI (Choi, 1990), que
puede degradar proteinas estructurales como la tubulina, proteinas asociadas a
microtubulos o la espectrina 0 aumentar la produccién de radicales libres (Hossmann y
Kleihues, 1973). El calcio induce la activacion de fosfolipasa A2 y fosfolipasa C que
liberan acido araquidoénico (Bazan, 1989). El metabolismo de los acidos grasos incluye
enzimas como la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, que contribuyen al dafio producido
por radicales libres (Chan, 1996). Otra enzima activada por el aumento de la
concentracién de calcio es la isozima neuronal de la sintasa de 6xido nitrico (nNOS). El
Oxido nitrico es altamente téxico cuando se combina con el radical superdxido para
producir peroxinitrito (Beckman et al., 1990). Pero el aumento de la concentracion
intracelular de calcio también va a provocar la liberacién de zinc, metal de transicion
involucrado en la muerte neuronal (Choi y Koh, 1998; Weiss et al., 2000). Normalmente
esta unido a proteinas (metaloenzimas y factores de transcripcion), pero en el cerebro
hay depdsitos de este metal en las neuronas glutamatérgicas (Frederickson, 1989;
Palmiter et al., 1996), que se libera después de procesos isquémicos (Tonder et al.,
1990). El zinc puede ejercer su neurotoxicidad por radicales libres o por activacion de
caspasas (Kim et al., 1999; Lobner et al., 2000).
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2.1.d. Acidosis.

Después de un proceso isquémico se produce una reduccion en el pH
intracelular a 6,4-6,7 (Hakim y Shoubridge, 1989; Kagansky et al., 2001). La acidosis se
debe principalmente a la produccién de acido lactico por la glucolisis anaerdbica y se ha

visto que esta acidosis incrementa el dafio isquémico in vivo (Lascola y Kraig, 1997).

El aumento del dafio puede deberse a que el pH acido produce la deslocalizacion
del hierro intracelular (Oubidar et al., 1994) que actia como catalizador en algunas
reacciones oxidativas, como la reaccion de Fenton (Olanow, 1993). Otra de las causas
del dafio producido por la acidosis es su influencia sobre la homeostasis del calcio ya

que modifica la capacidad de algunas proteinas para unirse a él (Siesjo, 1988).

2. 1. e. Daflo oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno estan presentes en el desarrollo de muchos
procesos neurodegenerativos (Kontos, 1985). La principal implicacion esta en la
reperfusion tras la isquemia, donde hay un aporte de oxigeno que puede ser substrato
de numerosas reacciones de oxidacién y fuente de especies reactivas de oxigeno.
Ademds, en esta etapa, las defensas antioxidantes (SOD, glutatién, catalasa, acido
ascorbico o tocoferol) estan desequilibrados por la gran cantidad de radicales

producidos durante la isquemia.

O, +e —» 0O, superoxido

O, + H+ —» HO,™- perhidroxilo

O,-+0,- —» H0, peroxido de hidrégeno
H,O, + O, —» OH-+OH + O, hidroxilo

0, -+ NO —» ONOO peroxinitrito

La mayoria de las especies reactivas de oxigeno responden a la definicion de
radical, aunque hay excepciones (el peroxinitrito no es un radical, aunque es muy
oxidante). Un radical se define como una especie capaz de existir independientemente
teniendo 1 6 2 electrones desapareados, son paramagnéticas y muy activas (hay
excepciones como se vera). Algunos de ellas se producen en procesos fisiolégicos

(metabolismo de la xantina oxidasa, metabolismo de aminoacidos aromaticos,
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respiracion mitocondrial,...), pero durante un proceso isquémico, como se ha explicado

antes, se producen en mucha mayor medida.

2. 2. Cambios moleculares.

En la isquemia cerebral se producen diversos estimulos capaces de desencadenar
la expresion de genes, como son el aumento de Ca*" intracelular, de las especies
reactivas de oxigeno (ERO), asi como la propia hipoxia. Asi, tras una isquemia focal
realizada en ratas mediante la oclusion de la arteria cerebral media (-MCAO- método
experimental mas utilizado y que mas se asemeja a lo ocurrido en el humano), pueden
detectarse cinco ondas temporales de expresion génica (ver figura 2). En realidad, ahora
sabemos que las diferentes ondas se entremezclan y podemos encontrar expresion de
genes en diferentes momentos. Es interesante destacar el hecho de que muchos de los
mediadores que a continuacion vamos a exponer, pueden participar con propiedades

neuroprotectoras o neurotoxicas en los procesos secundarios al dafio isquémico.

2.2.a.12“onda": genes de expresion temprana, (GET).

Entre ellos se encuentran c-fos, c-jun, zif 268, jun-B, NF-kB (Factor nuclear-«B),
HIF-1 (Factor-1 inducible por hipoxia) y IRF1 (Factor-1 regulador del interferon) (Hsu et
al., 1993; Nowak et al., 1990; Uemura et al., 1991). Su expresion es temporal y

transitoria y participan en muchos procesos que iremos describiendo.

Por ejemplo, NF-xB posee un doble papel, bien neuroprotector favoreciendo la
supervivencia neuronal bien neurotéxico como mediador de la muerte a través de
mecanismos directos o indirectos. Las manipulaciones farmacolégicas o genéticas de
NF-xB pueden ser (tiles en el tratamiento de muchas enfermedades del SNC en donde

existe un aumento de la expresién de este gen (para revision ver Mattson et al., 2000).

Es interesante el hecho de que algunos de estos genes (por ejemplo, NF-kB)
codifican factores de transcripcidn necesarios para la posterior expresion de enzimas
inflamatorios, como la iINOS (sintasa del Oxido nitrico inducible) y la COX-2
(ciclooxigenasa tipo 2), cuya expresion estd aumentada tras la isquemia cerebral y en la
que participan en el dafilo neuronal asociado a esta condicion. Existen numerosos

trabajos en donde se demuestra que la inhibicion farmacologica de la actividad de
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INOS/COX-2 confiere proteccion frente al dafio isquémico. Ademas, la utilizacién de
animales deficientes genéticamente en estos genes han demostrado este papel
neurotoxico (para revision ver ladecola 1997; Lipton 1999).

Citog. Mol. Adh. Fact. Crec. Fact. Remodel.
TNF-a  ICAM-1 \[e]= TGF- B
IL-1B ELAM-1 BDNF
IL-1R P-selectin  VEGF
IL-6
IL-10 Apoptosis
Caspasas
GENES INFLAMATORIOS Bax, p53
iINOS COX-2 Anti-apop.
BRcl-2
H 4 //
| | | | 1 | | | | 4 1 D |A
0 1 2 3 4 5 10

Figura 2. Representacion de las cinco ondas temporales de expresion génica.

2.2.b. 22"onda”: Proteinas de choque térmico (-heat shock proteins- HSP).

Su RNAm se expresa entre 1 6 2 horas tras la isquemia y desaparece en 1 6 2
dias (Welsh et al., 1992). Las proteinas de choque térmico han sido implicadas en
procesos de remodelacion de proteinas desnaturalizadas y la expresion de sus genes
parece que esté limitada a zonas cuyo flujo sanguineo esta disminuido en mas de un
50%. Se ha descrito aumento de expresion de HSP-27 y HSP-70 tras isquemia focal

(Bates et al., 2001). Y de nuevo pueden tener un papel protector (para revision ver
Sharp et al., 1999).
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2.2.c.3*"“onda”": Mediadores pro-inflamatorios.

Citoquinas, como TNF-a (Factor de necrosis tumoral-a) e IL-1p (Interleuquina-1)
que, a su vez, inducen la expresion de moléculas de adhesién, inician la reaccién
inflamatoria y activan la expresién de genes relacionados con la inflamacién como los de
INOS y COX-2.

Las citoquinas pro-inflamatorias (TNF-o,, IL-1B) han sido implicadas
fundamentalmente en el dafio isquémico y existen trabajos en donde la administracién
de anticuerpos anticitoquinas confiere proteccién. Sin embargo, también se han
detallado para algunas de estas citoquinas acciones protectoras (que en el caso de

TNF-a se detallardn posteriormente).

Moléculas de adhesién, como ICAM-1 (Molécula de adhesion intercelular-1),
ELAM-1 (Molécula de adhesion endotelial-1) y P-selectina, que establecen la adhesién
endotelial de leucocitos previa a su infiltracion (Wang et al., 1994, 1995; Okada et al.,
1994). En este sentido, el uso de moléculas anti-adhesion produce una disminucion del

tamanfo de los infartos (para revision ver Barone y Feuerstein 1999).

Factores de crecimiento, como NGF (Factor de crecimiento nervioso), BDNF
(Factor neurotréfico derivado del cerebro) y VEGF (Factor vascular de crecimiento

endotelial), y genes pro-apopt6ticos (Bax, caspasas y p53) o anti-apoptoticos (Bcl-2).

Existe abundante bibliografia acerca del papel neuroprotector de la
administracion de factores de crecimiento en los modelos de isquemia (ver Lipton 1999)
y, de hecho, actualmente se est4 trabajando intensamente en manipulaciones
farmacocinéticas para aumentar la eficacia de estos factores ya que, al ser de
naturaleza peptidica, por una parte no atraviesan la barrera hematoencefalica y por otra

son metabolizados rapidamente por el higado.

Esta tercera onda aparece entre 1-3 horas tras la isquemia con un pico maximo a

las 12-24 horas, para desaparecer a los 2-3 dias.
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2.2.d.42"onda”: enzimas proteoliticas de matriz.

Dentro de la familia de las metaloproteasas, las metaloproteasas de matriz
(MMP) han sido implicadas en el dafio de la matriz extracelular. Se ha descrito aumento
de expresion de MMP-9 y MMP-2 y sus inhibidores tisulares TIMP-1 (Rosenberg et al.,
1996). Existen algunos trabajos sobre el papel neuroprotector de inhibidores selectivos
de MMPs (Rosenberg et al.,, 1998) y recientemente se han desarrollado animales
genéticamente deficientes en MMP-9 en los que se ha evidenciado que presentan

infartos cerebrales de menor tamafio que los animales nativos (Asahi et al., 2000).

Otras metaloproteasas cuya expresion parece variar tras la isquemia son las
ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase) en concreto la TACE/ADAM17 (TNF-a
converting enzyme) que contribuye al aumento de la liberacion de TNF-a. (Hurtado et
al., 2001).

2.2.e.52“onda”: factores de remodelacion.

Como TGF-B (Factor transformante de crecimiento-B) (Wang et al., 1995) que
estd implicado en procesos de remodelacion. En el proceso inflamatorio cerebral
asociado a la isquemia, se produce adhesion e infiltracién de neutrdfilos, seguidos por
monocitos y macréfagos (Clark et al., 1993). Por otro lado se produce la activacion,
proliferacion e hipertrofia de la microglia residente, dando todo ello lugar al fenédmeno
conocido como “gliosis”. La gliosis es inducida por citoquinas como TNF-q, IL-13 y IFN-o
(Balasingam et al., 1994) y moléculas de adhesion como CD11/CD18 integrinas, ICAM-
1, ELAM-1y P-selectina (Pober y Cotran, 1990). Las citoquinas pueden ser sintetizadas
por células de la microglia, astrocitos y neuronas, pero ademas por células periféricas
como fagocitos mononucleares y polimorfonucleares que pueden atravesar la barrera
hematoencefalica, ya que ésta se encuentra alterada en la isquemia cerebral (Garcia et
al., 1974). La activacién de los astrocitos tiene la funcién de reparar el tejido dafiado,
mediante la restauracién del aporte sanguineo y el restablecimiento de la integridad de
la barrera hematoencefélica (Norton et al., 1992). Pero también produce dafio tisular,
porque contribuye a la peroxidacién lipidica y existe liberacién de enzimas citoliticas
(Kochanek et al., 1992).
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3. Origen del ATP cerebral.

La falta de riego sanguineo en el cerebro va a provocar el que no haya aporte
ninguno o minimo de substratos con los que la célula pueda sintetizar ATP. Como se ha
visto en el apartado 2.1.a., este es el primer eslab6n de la cadena de acontecimientos
que produce el infarto isquémico. Aunque cuenta con varios recursos para obtenerla,
(Figura 3) las neuronas producen la mayor parte de la energia que emplea en la
fosforilacion oxidativa (de cada ciclo que se realiza en la glucolisis se obtienen 2

moléculas de ATP, mientras que la fosforilacidn oxidativa produce 36 6 38).

La forma de obtener esa energia es sintetizando moléculas de ATP vy
almacenando esa energia en forma de enlace fosfato. La fosforilacion oxidativa

transcurre integramente en la mitocondria.

Gl
ucos 2 ATP
l _€ 5 | FADH,
Piruvato NANH
Acetil-CoA /\ Cadena
38 ATP racniratnria

Figura 3. Esquema comparativo de la produccion de ATP en el
ciclo de Krebs y en la fosforilacion oxidativa.

Las mitocondrias fueron descritas por primera vez en 1886 por Robert Altmann,
quien las visualiz6 como bastones y granulos pequefios dentro del citoplasma. Hay que
recordar el origen endosimbiotico y eubacterial (Margulis, 1970) de la mitocondria. El
estudio del DNA mitocondrial ha hecho relacionar la mitocondria como pariente cercano
de la a-division de las Proteobacterias (Yang et al., 1985). En concreto se ha
encuadrado dentro de la subdivision rickettsial, un grupo de parasitos intracelulares

entre los que se encuentran géneros como el Rickettsial, Anaplasma y Ehrlichia. La
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teoria mas admitida es que se produjo una fusion entre una arqueobacteria con una
proteobacteria, de forma que surgié una célula eucariota amitocondrial (Shoffner et al.,
1993). Posteriormente se adquirieron las mitocondrias por endosimbiosis con una a-

Proteobacteria (Gray et al., 1999).

La mitocondria es un organulo con forma ovalada, de unas 2um de largo por 0,5
de ancho. Fueron E. Kennedy y A. Lehninger los que descubrieron que aqui era donde
se localizaban los enzimas encargadas de la fosforilacion oxidativa (Kennedy EP et al.,
1949). Posteriores estudios por microscopia electrénica, realizadas por G. Palade y F.
Sjostrand (Sjostrand et al., 1978) revelaron que la mitocondria tenia dos membranas,
una externa y una interna. En esta Ultima se encuentran muchos plegamientos llamados
crestas. Entre las dos membranas se encuentra lo que se llama espacio intermembranal

y el espacio interior de la mitocondria se conoce como matriz.

Mitocondria
OO -
)V .
 —— Matriz Membrana
Mitocondrial
Crestas Externa

Membrana
Mitocondrial
Interna

Espacio

Intermembran \

Estructura basica de una mitocondria.

En la matriz se encuentran los enzimas de la oxidacion de &cidos grasos y de
amino&cidos, del ciclo de Krebs, DNA, ribosomas, ATP, ADP, fosfato, Mg®*, Ca?*, K" e
intermedios metabdlicos solubles. Aqui suceden las reacciones del ciclo del acido citrico

o la B-oxidacion de los &cidos grasos. La membrana externa es permeable a la mayoria
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de los iones y moléculas pequefias, gracias a una proteina de membrana como la
porina. Por el contrario la membrana interna es altamente impermeable a casi todas las
moléculas, excepto a las que tienen transportadores especificos de membrana (ADP,
acidos grasos,...). En esta zona estan localizados los transportadores de electrones de

la respiracion mitocondrial.

No hay un nimero conocido exacto de mitocondrias en cada célula, eso va a
depender del tejido. Una célula de higado de rata tiene unas 800 mitocondrias y las
células musculares pueden tener un nimero aun mayor. Pueden llegar a suponer el
50% del volumen citoplasmatico. Otra caracteristica importante de estos organulos es su
ubicacién. Suelen estar localizados cerca de donde haga falta su producto final, asi se
evita la difusién del ATP por la célula (cerca de las miofibrillas de forma que se pueda
contraer el musculo inmediatamente). También se encuentran cerca de sus

combustibles, como gotas de lipidos.

Cadena respiratoria mitocondrial (fosforilacion oxidativa).

La cadena respiratoria consta de cinco complejos enziméticos distribuidos por la
membrana mitocondrial interna. El paso de electrones a lo largo de esta cadena produce
energia que es amalcenada en forma de gradiente de protones, que posteriormente es
empleada por otra enzima, la ATP sintasa, para obtener ATP a partir de ADP y fosfato.
En 1961, Peter Mitchell propuso el mecanismo general de la fosforilacion oxidativa, que
explicaba el acoplamiento entre la respiracién mitocondrial y la produccion de ATP. Esta
teoria estuvo en duda muchos afios, pero hoy en dia se acepta como uno de los

principios elementales de la bioenergética.

En la cadena respiratoria funcionan una serie de grupos transportadores de
electrones, la mayoria son complejos proteicos con grupos prostéticos capaces de
aceptar o donar electrones, ya que tienen una gran cantidad de ndcleos redox (grupos
hemo, iones cobre, nlcleos Fe-S,...), con lo que pueden transferirse los electrones con
gran facilidad. Ademas, el NADH tiene un potencial de reduccién negativo (tiene poca
afinidad por los electrones), mientras que el oxigeno tiene un potencial de reduccién
positivo (alta afinidad). Esto significa que la reaccion estad favorecida

termodindmicamente (Figura 4).
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NADH —» NAD'+H"'+2e E°=0,82v
% O,+ 2H" + 26— H,0 E°=0,32v

Y% O, + H' + NADH — NAD" + H,0 E°=1,14v

Figura 4

La mayor parte de los electrones que entran en la cadena respiratoria lo hacen
por las deshidrogenasas que captan electrones en las reacciones oxidativas de las
distintas rutas metabdlicas de las que son parte. Normalmente estas deshidrogenasas
emplean los nucleétidos de piridina (NADH y NADPH) y flavina (FMN y FAD) como
aceptores electronicos. Muchas reacciones emplean indistintamente un nucleétido de
piridina, mientras que otras son especificas de alguno de los dos. El NADH es mas
especifico de reacciones catabolicas y lleva los electrones a uno de los complejos de la
cadena respiratoria. Por su parte, el NADPH es mas propio de reacciones anabdlicas.
Los nucleétidos de flavina tienen la ventaja de poder aceptar dos electrones, pero su

capacidad redox va a depender de la proteina con la que se asocien.

La ubiquinona o coenzima Q es una benzoquinona liposoluble con una cadena
lateral isoprenoide. También tiene la ventaja de poder aceptar uno (semiquinona) o dos
electrones (ubiquinol). Ademas es una molécula pequefa lo que permite difundir con
facilidad entre las membranas. Los citocromos son proteinas capaces de transferir
electrones por poseer un grupo hemo en su centro activo. El hierro del grupo hemo se

podré reducir u oxidar segun haga falta.

La maquinaria que sintetiza ATP est4 compuesta de unas bombas de protones
asociadas a la cadena de transporte electrénico y a una ATPasa final. El principio que
explica todo este proceso es el de fuerza proton-motriz (se explicard mas adelante). El
transporte de electrones de un complejo a otro va a hacer que se acumulen protones en

el espacio intermembranal.

Los electrones son transferidos desde una molécula como el NADH hasta el
oxigeno a través de una cadena de complejos protéicos situados en la membrana
interna de la mitocondria. Estos complejos proteicos son conocidos como NADH-
citocromo c reductasa o complejo I-11l, succinato-citocromo ¢ reductasa o complejo II-1ll'y
citocromo ¢ oxidasa o complejo IV (Figura 5). Como consecuencia de este transporte

habra una acumulacion de protones en el espacio intermembranal. Este gradiente de
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protones es lo que va a hacer que se sintetice ATP gracias al enzima ATP sintetasa,
situado también en la membrana interna. Vamos a explicar mas detenidamente como se

produce ese transporte a lo largo de esta cadena de complejos proteicos.

Membrana mitocondrial externa

Espacio intermembranal

Membrana mitocondrial interna

A

Complejo Complejo Complejo

1 v

|
Complejo
1l

H" + NADH 2H + % O,

FADH,
Matriz

Figura 5. Esquema de la entrada y recorrido de los electrones en la
cadena respiratoria mitocondrial.

Los electrones se incorporan a la cadena respiratoria por dos vias. La mas
importante es por el complejo | o NADH-ubiquinona reductasa. La totalidad del complejo
estd incrustada en la membrana mitocondrial interna y orientado de modo que su sitio de
fijacion del NADH mira hacia la matriz para poder interaccionar con él. Aqui llegan los
electrones cedidos por el NADH procedente de algunas reacciones metabdlicas. La

reaccion global catalizada por el complejo | se podria simplificar:

NADH + H* + UQ @ NAD' + UQH,

UQ es la ubiquinona oxidada, que acepta un ion hidruro del NADH y un proton

del agua disolvente de la matriz. EI complejo transfiere dos eqiuvalentes de reduccién
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desde el NADH a su grupo prostético (FMN). De aqui pasaran a los centros ferro-
sulfurados, y de ahi a la ubiquinona. Como consecuencia de todo este proceso, el
complejo | es capaz de bombear protones al espacio intermembranal y crear un
gradiente de protones. El amital, la rotenona y el antibiético piericidina A inhiben el flujo

electrénico hasta la ubiquinona.

Por microscopia electronica se ha visto que el complejo | tiene forma de L (Figura
6) con dos dominios separados por un estrecho collar (Guenebaut et al., 1998;
Grigorieff, 1998). Es el mas grande de toda la cadena respiratoria. Contiene 42 6 43
subunidades diferentes con una estequiometria no conocida, un mononucleétido de
flavina, lipidos unidos covalentemente, siete u ocho centros ferro-sulfurados y al menos
tres moléculas de ubiquinol (Walker, 1992; Skehel et al., 1998).

La otra via por la que se incorporan electrones a la cadena respiratoria
mitocondrial es por el succinato, un intermediario del ciclo de Krebs. Este los cede al
complejo Il o succinato-ubiquinona reductasa. El complejo consta de varios grupos ferro-
sulfurados, nucledtidos de flavina (FAD) y un citocromo b por el que esta anclado a la
membrana. A diferencia del complejo I, el complejo 1l no es capaz de crear gradiente de

protones en el espacio intermembranal (Hagerhall, 1997).

[REAAE:

Representacion del
Complejo |
(Tomado de Grigoriff,
J. Mol. Biol. 1998)
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La cesion de electrones por el complejo | o por el complejo Il convergen en un
punto comun, la ubiguinona-complejo Ill. La ubiquinona cede los electrones al citocromo
bc,, el mejor conocido de los enzimas respiratorios mitocondriales. Esta reaccion redox
estd acoplada a la generacion de un gradiente de protones a través de la membrana
conocido como ciclo Q. Esto se debe principalmente a la ubiquinona, una molécula
liposoluble con gran capacidad para desplazarse por el interior de la membrana y a la
orientacion asimétrica del complejo. La reaccion redox de la ubiquinona-ubiquinol esta
asociada a un proceso de protonacién-desprotonacion, por lo que se consigue que al
oxidarse el ubiquinol se transporte un ion hidrégeno a través de la membrana (Smith,
1998; Saraste, 1999). El complejo Il de los mamiferos tiene once subunidades, entre
ellas una proteina ferro sulfurada, un citocromo bsg,, un citocromo bseg ¥ UN citocromo c;.
La subunidad clave es uno de los citocromos b, que tiene una estructura compuesta de
ocho hélices transmembrana con dos grupos hemo rodeadas por dos esas hélices, una
proteina ferro-sulfurada asociada a la membrana con un centro tipo Rieske (Fe,S,) y con
un citocromo c; anclado a membrana también. Las otras ocho subunidades son

pequefias proteinas que rodean el nacleo de metaloproteinas (Zhang et al., 1998).

Del complejo 1ll hay una transferencia de los electrones al citocromo c, que hace
de intermediario hasta el complejo IV o citocromo oxidasa. Este enzima estd compuesto
de trece subunidades (Tsukihara et al., 1996), de las que las tres mayores estan
codificadas por el DNA mitocondrial, mientras que las otras diez rodean el centro
funcional del enzima. En este complejo se produce la transferencia de los electrones al
oxigeno, para obtener agua. También se va a crear un gradiente de protones
transmembrana, pero el mecanismo va a ser diferente al del citocromo bc;. Los
electrones que vienen del citocromo ¢ son cedidos al centro activo del enzima, que
contiene hierro y cobre y son utilizados en reducir una molécula de oxigeno a dos
moléculas de agua. Los protones que se necesitan para esta reaccion son bombeados a

través de la membrana, aunque el mecanismo preciso no se conoce todavia .

Como se ha explicado antes, tanto en el complejo I, como en el lll y en el IV, hay
una translocacién de protones al espacio intermembranal. El enzima que aprovecha esta
circunstancia para producir ATP es la ATP sintasa, F1Fq ATPasa o complejo V. Contiene
16 subunidades (Lutter et al., 1993) y una masa mayor de 500 kDa. El sector
intermembranal es el Fo y es el canal del protdn. Esta unido al componente catalitico
(F1), localizado en la matriz mitocondrial, que tiene cinco subunidades (a, B,y,8Yy ¢ en
una estequiometria de 3:3:1:1:1). Por lo que se sabe hasta ahora, la subunidad j tiene

actividad catalitica y en ella hay tres sitios activos. Cada sitio pasa un ciclo de tres
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estados diferentes (“open”, “loose” y “tight”, que corresponden a un estado vacio, con
ADP vy fosfato unido y con ATP unido), pero siempre han de estar en estado diferente
unos de otros (Boyer, 1993; 1997). El enzima ATP sintasa es una bomba de protones
dependiente de ATP actuando de forma inversa, de forma que el flujo de protones
promueve la reaccién entre el ADP y el fosfato. La teoria que explica este suceso es la
teoria quimiosmoética. Como se ha dicho antes, la transferencia de electrones va
acompafiada de un paso de protones al espacio intermembranal, 10 que ocasionara una
diferencia de concentracibn de protones (consecuentemente de pH). La energia
acumulada (fuerza proton-motriz) se utiliza para sintetizar ATP a partir del flujo pasivo de
protones por el poro que forma Fo. No se conoce con exactitud la forma en la que el ATP
es sintetizado (Saraste, 1999) y quizd el conocimiento exacto de la estructura

tridimensional del enzima pueda ayudar mucho en esta cuestion.

4. Glutamato.

Vimos anteriormente que en los procesos isquémicos, tras la caida de ATP,
comienza irremediablemente el aumento de la concentracion extracelular de este
aminodcido. El glutamato es un aminoacido no esencial con un segundo grupo carboxilo
en la cadena lateral, lo que le hace tener una carga neta negativa a pH 7. Esta carga
negativa le hace estar presente en las regiones de interaccién de muchas proteinas y en
los centros cataliticos de algunos enzimas (proteasas A&cidas, metaloproteasas,...)
También tiene unas funciones metabdlicas, como la sintesis de glutamina, prolina,
arginina, glutation o GABA, detoxificacion de amonio o intermediario del Ciclo de Krebs

al ser precursos del a-cetoglutarato.

Glutamico-pirdvico
transaminasa

Oxalacetato + Glutamato ———— Aspartato + a-Oxoglutarato

Glutamico-oxalacético

. transaminasa .
Piruvato + Glutamato ——p Alanina + a-Oxoglutarato

Reacciones de transaminacion.
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Glutamato —® y-Glu-Cys —® y-Glu-Cys-Gly (Glutatién)

y-Glutamil
cisteina sintasa

Glutatién sintasa

Reaccion de sintesis de glutation.

Glutamato ————» GABA

Glutamato
descarboxilasa

Reaccion de sintesis del acido y-aminobutirico (GABA).

y-glutamil Glutamato
fosfato Glutamato Glutamato
quinasa transacetilasa
Glutamato Glutamina
deshidrogenasa sintetasa
Glutamato .
i X . y-Glutamil
y-semialdehido fosfato
Pirrolina carboxilato Gs:Lr:Eée‘gisn;
reductasa -
! Arginina
Prolina Glutamina
Ciclo de la

urea

Ornitina 4¢—————  N-acetilornitina

N-acetilornitinasa

N-acetilglutamato

N-acetilglutamto
quinasa

N-acetil-y-glutamil
fosfato

N-acetilglutamato
deshidrogenasa

N-acetilglutamato
semialdehido

Amino
transferasa

Reacciones de sintesis de a-aminoacidos.

Ademas de las funciones clasicas estructurales y metabdlicas de estas

moléculas, tiene una funcién imprescindible como neurotransmisor (Cotman et al., 1981;
Marmo, 1988). Se demostré por primera vez en crustdceos y afios mas tarde en
mamiferos, aunque no fue facil de demostrar, ya que el glutamato es intermediario de
muchas reacciones. Actualmente se sabe que el glutamato cumple los requisitos para
ser considerado un neurotransmisor: a) Esta localizado presindpticamente en neuronas

especificas y es liberado desde vesiculas; b) es liberado por un mecanismo calcio-
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dependiente ante algunos estimulos; c) existe un mecanismo de recaptacion; d) hay una

identidad farmacologica con la transmision que ocurre normalmente.

En procesos fisiologicos este aminoacido excitador no supera una concentracion
(0,2-1uM) gracias a la acciéon de los recaptadores-transportadores que “limpian” el
espacio intersinaptico. Cuando esto no ocurre, se acumula glutamato, como sucede en
la isquemia cerebral (Olney et al., 1969). Ahora se veran los aspectos mas importantes
de este aminoacido en la enfermedad cerebrovascular. Para entender mejor lo
anteriormente dicho se explicard a continuacién el funcionamiento y los tipos de

transportadores de glutamato que se conocen hasta el momento.

I) Funcionamiento y tipos de transportadores de glutamato.

Hasta la fecha los subtipos de transportadores de glutdmico se han clasificado en

tres grandes grupos (Robinson, 1999):

- El primero de ellos es de localizacion vesicular y esta acoplado a la hidrolisis de
una molécula de ATP. Parece ser que su mision es la de “empaquetar” el glutamato en
las vesiculas que posteriormente seran liberadas tras la despolarizacion del terminal
sinaptico (Maycox et al., 1990). Este transportador no esta localizado en la membrana
plasmética pero colabora indirectamente a la recaptacion de glutamato desde el espacio
extracelular, ya que disminuye la concentracion de este en el citoplasma al introducirlo

en vesiculas.

- El segundo grupo esta situado en la membrana plasmatica. Seria el
transportador dependiente de cloro y ha sido caracterizado tanto en sinaptosomas
(Zaczek et al., 1987) como en células de glioma en cultivo (Waniewski et al., 1984).
Aunque esta localizado en la membrana plasmatica, no parece que su funcion sea la de
aumentar la concentracion de glutamato en el interior de la célula. Se le atribuye una

funcion de intercambio de aminoacidos.

- El tercer tipo de transportador es el dependiente de sodio y al igual que el
segundo tipo, esta situado en la membrana plasmatica. Se distingue del resto por su
selectividad i6nica, su distribucién regional y su sensibilidad para inhibirse por analogos
del &cido aspértico y glutamico. Debido a estas caracteristicas y a su gran capacidad de
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transporte se considera el principal responsable de la recaptacion extracelular de

glutamato. Todo esto justifica que sea este tipo de transportador el mas estudiado.

ii) Caracteristicas del recaptador de glutamico sodio-dependiente.

Ya en el afo 1992, tres grupos clonaron casi simultineamente tres tipos de
transportadores de glutamato sodio-dependiente. En primer lugar, se aislo y clond por
métodos bioquimicos el cDNA de un transportador (Pines et al., 1992) clasificado como
GLT-1 (Glutamate Transporter). A continuacion, se cloné a partir de una genoteca de
intestino de conejo (Kanai et al., 1992) el cDNA de un transportador que se llamo6 EAAC-
1 (Excitatory Amino Acid Carrier). Un tercer grupo (Storck et al., 1992) dio con el cDNA
de una proteina a partir de la purificacion cromatografica de una galactosiltransferasa
que no lograban obtener. Esta proteina que contaminaba su transferasa era lo que se
denomind GLAST (Glutamate and Aspartic Transporter). La similitud de la secuencia
génica (~50%) de estas tres proteinas dio que pensar que se trataba de una familia de

proteinas.

Una vez clonados estos tres transportadores no pasé mucho tiempo hasta que
se empezaron a clonar los homologos humanos. Para unificar la nomenclatura y por
comparacion de su secuencia (Arriza, et al. 1994) se denominaron EAAT (Excitatory
Amino Acid Transporter). GLAST-EAAT1, GLT1-EAAT2 y EAACI1-EAAT3. Es muy
importante la localizacion de cada subtipo de transportador. Asi el EAAT-1 y EAAT-2
son mayoritarios en glia, mientras que el EAAT-3 (EAAC-1) lo es en neuronas. A partir
de aqui se han encontrado otros dos transportadores en mamiferos, denominados
EAAT-4 y EAAT-5. Realmente, hasta la fecha podemos decir que basandonos en la
similitud secuencial hay un homoélogo de EAAT-1, dos de EAAT-2 y otros dos de EAAT-
3. También se conocen variantes de splicing del GLT-1 (Utsunomiya-Tate et al., 1997).
Actualmente se esté trabajando en la clonacion de todos estos transportadores en ratén,
con la idea de obtener ratones modificados genéticamente. Esto podria dar mucha
informacién sobre la funcion y ubicacion de esta familia de transportadores (Tanaka,
1997; Peghini et al., 1997; Hakuba et al.,, 2000). Lo que si se sabe es que estos
transportadores estan regulados por distintos sistemas como el peroxinitrito, la proteina

quinasa C (Trotti et al., 1997; 2001a) o la proteina quinasa A (Pisano et al., 1996).
También se sabe que alteraciones genéticas en los transportadores estan muy
relacionadas con enfermedades neurodegenerativas en humanos y no solo en la

isquemia cerebral. Esto ocurre en la esclerosis lateral amiotréfica (ASL), donde se ha
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visto que hay una mutacion puntual de un residuo de asparagina por uno de serina en la
region de glicosilacion del transportador EAAT-2 (Trotti et al., 2001b). La consecuencia
es un peor funcionamiento del transportador y una acumulacién de glutamato en estos

pacientes responsable de muchos de los sintomas de esta enfermedad.

Las secuencias de los distintos cDNA codifican polipéptidos de 500 a 600
aminodcidos. Tanto los eucariotas como los procariotas mantienen una secuencia
consenso en la mitad de la region carbono terminal (AAXFIAQ) y esto se ha intentado
relacionar con la regién encargada de la translocacién del substrato y del paso de los
iones. Al modificar los residuos de cisteina proximos a esta region se vio que no habia
cotransporte. Se determin6 que esta region tenia una forma especifica (reentrant loop)
que era compartida por muchos canales i6nicos (MacKinnon, 1995), de manera que
forma un poro de translocacion que permite la entrada substratos y de iones (Seal y
Amara, 1998). Todavia haran falta otras técnicas como la cristalografia de rayos X para

determinar la estructura exacta de esta proteina.

Lo que se sabe hasta ahora del funcionamiento de estos transportadores se
conoce bien gracias a estudios principalmente de electrofisiologia, ya que es un proceso
electrogénico. Hay un cotransporte al interior celular de dos 0 tres atomos de sodio, un
protén y una molécula de glutamato a través de la membrana. El ciclo se cierra con un

atomo de potasio que sale fuera de la célula. (Figura 7).

Glutamato Exterior celular

3 Na*
H+

Glutamato
3 Na*
H+

Interior celular

Figura 7. Recaptador de glutamato sodio-dependiente.
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La fuerza que hace que funcione este transportador se deriva del gradiente
electroquimico, principalmente del originado por el sodio. Es decir, de la concentracion
de sodio que haya en el exterior dependera la capacidad del transportador para recaptar
el glutamato del espacio extracelular. Si la membrana se despolarizase por alterar la
concentracién de sodio, como sucede en la isquemia, disminuiria la velocidad de
transporte del transportador (Kanai et al., 1994) o desapareceria. Otro dato que se ha
observado en este transportador es el cotransporte que se puede dar de una molécula
de cloro. Esta molécula de cloro entraria en algunas ocasiones junto con el glutamato y
el sodio (Fairman et al., 1995) y su mision seria la de evitar una despolarizacion de la

célula que haria que el transportador funcionase peor.

Se ha calculado hasta qué punto puede variar la velocidad de transporte en
funcion de la concentracion de los distintos iones (Zerangue et al., 1996). La medicion
se hizo en funcién del potencial de reversion de la corriente. Asi, por cada diez veces
que esté aumentada el gradiente de concentracién de protones, L-glutamato, potasio o
sodio, el potencial cambia en 25mV, 30mV, -30mV o 100mV respectivamente. Con esto
se puede explicar por qué cuando han fallado las bombas i6nicas y la concentracion de
iones esta alterada de forma extraordinaria, COmo ocurre en un proceso isquémico, el
transportador se revierte y empieza a funcionar al revés. La célula empieza a liberar
glutamato al exterior. La reversion del transportador serd de gran transcendencia en el

proceso isquémico, como se vera a continuacion.

iii) Liberacion.

Desde hace algunos afios se vienen proponiendo cuatro mecanismos (ademas
de la liberacion por rotura celular) como los posibles en la liberacion de glutamato tras

un proceso de isquemia:

1. Liberacion vesicular calcio dependiente. (Dreier et al., 1985; Katchmann et al., 1993).
Esta liberacion se da en principalmente en neuronas. La entrada de calcio por
canales especificos voltaje dependiente (en los terminales presinapticos el canal
mayoritario es el tipo N, seguido del tipo L) es el responsable de esta liberacion. Los
canales de calcio estan situados en zonas muy préximas a sus sitios activos, lo que
hace que la respuesta sea inmediata. Esta forma de liberacion se produce en los

primeros momentos de la isquemia y no es mantenida mucho tiempo por ser un
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proceso altamente dependiente de ATP. Cuando el cociente ATP/ADP disminuye
por debajo de lo normal se inhibe este tipo de liberacion (Sanchez-Prieto et al.,
1988).

2. Liberacién a través de los llamados canales anionicos de hinchamiento. (Kimelberg
et al., 1990; Bednar et al., 1992). Es caracteristica de astrocitos y se produce en
medios hipotoénicos, lo que hace que se hinchen y se libere el glutamato de su
interior.

3. Liberacién por los astrocitos en un proceso sensible a indometacina. (Bezzi et al.,
1998). Este tipo de liberacion se ha observado en astrocitos, es calcio dependiente y
estd mediada por prostaglandinas (principalmente la PGE,). Al inhibir la sintesis de
estas prostaglandinas con indometacina, no se produce la coactivacion de los
receptores AMPA-kainato y metabotrépicos y no hay entrada de calcio a la célula
que produzca la liberacion del glutamato.

4. Liberacién por reversion del transportador. (Nicholls et al., 1990; Szatkowski et al.,

1990; Rossi et al., 2000). Fundamentalmente en neuronas.

Recientemente se ha comprobado que el mecanismo mayoritario en este
proceso es el correspondiente a la reversion del transportador (Jabaudon et al., 2000;
Rossi et al., 2000). Como se ha explicado antes, tras la caida de los niveles de ATP hay
un fallo energético que conduce irremediablemente al fallo de las bombas idnicas
encargadas del mantenimiento del gradiente electroquimico de membrana. Todo esto va
a tener como consecuencia le reversion del transportador de glutamato como intento
compensatorio de reponer la situacién mas favorable para la célula. Tratara de sacar el
sodio de su interior y meter el potasio que falte hasta alcanzar el potencial de membrana
normal. El problema es que esto lo hara la célula sacando mas glutamato al medio
extracelular (Jabaudon et al., 2000), con lo que aumentard la concentracién de este

aminodcido y se potenciaran los efectos deletéreos del glutamato (Choi, 1988).

35



Hipotesis y objetivos

Hipotesis y objetivos.

Nuestro grupo habia demostrado en un modelo “in vitro” de isquemia cerebral
experimental, utilizando rebanadas de cerebro anterior de rata expuestas a privacion de

oxigeno y glucosa, los siguientes hechos:

a. Que en dicho modelo se produce, tras la privacion de oxigeno y glucosa, una
liberacion de glutamato (Céardenas et al., 2000a).

b. Que la liberacién de glutamato interviene en la expresion de iNOS. (Cardenas
et al., 2000a).

c. Que la expresién de iINOS interviene en la muerte neuronal secundaria a la

isquemia experimental (Cardenas et al., 2000b).

Ademas se sabia por otros autores que:

d. La aspirina reduce el tamafio de los infartos (Grotta et al., 1985; Carolei et al.,
1986). Tradicionalmente esto se ha atribuido a su capacidad de inhibir la ruta
de la ciclooxigenasa y consecuentemente la agregacion plaquetaria.

e. Mas recientemente, se han descrito otros mecanismos neuroprotectores de la
aspirina, como la inhibicion de la activacion del factor nuclear-xB (NF-kB;
Kopp y Gosh, 1994) o que es un eficaz captador de radicales libres (Pekoe et
al., 1982; Kuhn et al., 1995).

f. Nuestros datos mostraban un efecto inhibidor de la aspirina sobre la

liberacion de glutamato en el modelo de rebanadas (Moro et al. 2000).

Por tanto, la hipétesis que nos planteamos basandonos en los estudios previos,
es que la aspirina inhibe la liberacion de glutamato interfiriendo en alguno
de los mecanismos implicados en la liberacién de este neurotransmisor
tras la isquemia, y por esta causa es neuroprotectora. Ademas ese efecto

neuroprotector es reproducible in vivo.
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Figura 20. Hipotesis.

Para demostrar el mecanismo de accién neuroprotector de la aspirina, elegimos
el modelo de cultivo primario de neuronas corticales. El objetivo de los estudios in vitro
es entender qué ocurre in vivo, pero acercandose mas a la célula y a su interaccion con
su medio inmediato. Asi, los estudios in vitro pueden proporcionar claves importantes en
el desarrollo de algunos mecanismos. Tienen la desventaja de alejarse mucho de lo que
son las condiciones fisiolégicas (como es la ausencia de flujo sanguineo) debido a su
simplicidad, pero esa caracteristica los hace tremendamente Utiles a la hora de estudiar
algunos procesos con un menor nimero de interferencias. Este modelo nos permitié
estudiar los mecanismos de accién de la aspirina de forma aislada y controlada. En
nuestro caso teniamos mayoritariamente neuronas corticales, sin que ningan otro grupo
celular interfiriese significativamente en la evolucién del proceso. En este sistema, los

objetivos fijados fueron:

1. Corroborar que en nuestro modelo se producian los mismos efectos
gue en el modelo de rebanadas, es decir, liberacion de la liberacién de
glutamato y neurodegeneracion.

Demostrar el papel neuroprotector de la aspirina.
Estudiar farmacolégicamente la liberacién de glutamato y los

mecanismos implicados.
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Para la demostracion de su efecto in vivo, elegimos el modelo de la oclusién de
la arteria media cerebral (MCAO). Es uno de los modelos mas empleados en el estudio
de la enfermedad cerebrovascular. Es un modelo de isquemia focal, que debido a su
duracién y heterogeneidad, es mucho mas complejo que la isquemia global. Permite ver
una evolucion de la lesién durante varios dias. Ademas se pueden estudiar los distintos
cambios metabdlicos e idnicos que van sucediendo desde el core hasta el tejido intacto,
pasando por la penumbra. En el caso de los modelos de isquemia global, esto no es
posible, ya que todo el tejido sufre un dafio homogéneo y parecido. En el modelo de

MCAO, nos planteamos el siguiente objetivo:

4. Comprobar que en nuestro modelo in vitro hay liberacion de glutamato
y neurodegeneracion.
Demostrar el papel neuroprotector de la aspirina.
Confirmar que el mecanismo de accion de la aspirina que hemos

observado in vitro, también se observain vivo.
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Material y métodos.
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Material y métodos.

|. Preparaciones.

I.1. Modelos de isquemia.

I.1.1. In vitro. Cultivos celulares sometidos a POG.

Cultivos primario de neuronas corticales.

Los métodos de obtencidén, disociacibn y mantenimiento en cultivo primario de
neuronas corticales utilizados en esta Tesis estan ampliamente descritos en la bibliografia
(Segal, 1983; Moro et al., 1998; Fernandez-Tomé et al., 1999).

Obtenciéon de las células. Antes de comenzar la disociacion hubo que tratar las
placas de cultivo con poli-lisina para mejorar la adherencia de las células a su superficie
(Aronica et al., 1993). Las células se obtuvieron a partir de fetos de rata Wistar, de 17 dias de
gestacion. Para ello, se sacrificé la rata por decapitacion y se extrajeron los fetos. Se lavaron
en el buffer de lavado (NaCl 150mM; Na,HPO,-2H,0O 8mM; KCI 2,7mM; KH,PO, 1,45mM,;
NaHCO; 2,6mM; pH=7,2) y se pasaron a una placa que contiene un medio de diseccion
comercial, L-15, donde se obtuvieron las cortezas cerebrales. Una vez aislado el cortex, es
imprescindible retirar las meninges antes de homogeneizar. Las cortezas limpias se
trasladaron a la placa que contenia lo que llamamos medio de incubacion (80% (v/v) MEM
(Minimum Essential Medium), 10% (v/v) suero de caballo, 10% (v/v) suero fetal, 1,98mM
glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato). El tejido se disgregd y homogeneiz6

mecanicamente.

Siembra. Tras la homogeneizacion, se realiz6 el contaje del nimero de células
obtenidas. Para contar se empled el método de exclusion del Azul Tripan en una camara
Neubauer (Keith et al., 1979). Una vez conocida la cantidad de células que obtenidas, se
suspendieron en medio de incubacién hasta la densidad requerida, que en nuestro caso fue

de 2x10° células/cm®. Se sembraron en placas multipocillos Petri de 12 unidades (@=2,2cm).
Manteniento. Durante los cuatro primeros dias, las células se mantuvieron en el medio

de incubacion. Al cuarto dia se cambio por un medio de crecimiento (90% (v/v) MEM, 10%

(v/v) suero de caballo, 1,98mM glutamina, 3,3mM glucosa y 16mg/L gentamicina sulfato), que
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ademas llevaba un citostatico, la citosina arabindsido (10°M) para impedir el crecimiento de
células que proliferan como la glia (Courtney et al., 1992). A la semana de haberlas sembrado
se volvié a cambiar el medio para poner de nuevo medio de crecimiento, pero esta vez sin
citosina. Con este tratamiento se obtuvo un cultivo mayoritariamente neuronal, aunque con un

5% aproximadamente de poblacion glial.

Cultivos enriquecidos con glia.

Para la obtencion de un cultivo con poblacién mayoritariamente glial, el procedimiento
que se sigui6 fue similar al de la obtencién de neuronas con alguna modificacion. La densidad
de siembra fue de 5x10* células/cm® y no se afiadi6 citosina arabindsido al cuarto dia de
haber sembrado. De esta forma, se permitié la proliferacion y crecimiento de la glia. El
porcentaje de cada poblacion celular fue de: 15 + 3% neuronas, 75 + 8% astrocitos y 10 + 2%

microglia. Ademas, los experimentos se llevaron a cabo a las dos semanas de la siembra.

Caracterizacion de la poblacién celular de los cultivos.

Se fijaron las células e incubaron con el anticuerpo correspondiente para su posterior
identificacién. Para la identificacion de los astrocitos se empleé el anticuerpo monoclonal anti-
GFAP (glial fibrillary acidic protein o proteina fibrilar glial 4cida) diluido 1:100 en PBS (buffer
salino tamponado con fosfato a pH 7,4), mientras que para la localizacion de microglia se
empled lectina de tomate (biotina conjugada de aglutinina de Lycopersicom esculentum
marcada con fluoresceina) diluida 1:150 en PBS. En el caso de los astrocitos hizo falta un
fluréforo como anticuerpo secundario monoclonal, que fue el Cy™2-antilgG de rat6n 1:250 en
PBS. La incubacién con los anticuerpos se llevd a cabo en atmosfera himeda y a temperatura
ambiente. Las células se mantuvieron con el anticuerpo primario anti-GFAP o con la lectina
durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS y en el caso de los astrocitos se
incubaron con el anticuerpo secundario durante otra hora y en las mismas condiciones de
humedad y temperatura que el primario. Tras este tiempo, se lavé de nuevo con PBS y se

tomaron las fotografias correspondientes.

Las neuronas se localizaron, en cuatro campos escogidos al azar, como células GFAP
negativas, aglutinina de Lycopersicom esculentum negativas y apariencia birrefringente en
contraste de fases. Se emple6 un microscopio confocal (MRC1024; BioRad) para la

identificacion y fotografia de las distintas poblaciones celulares (Figura 8).
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Figura 8. Caracterizacion del cultivo. A-D) Cultivo primario de neuronas corticales.
Micrografia en contraste de fases (A,C) de un cultivo representativo de neuronas corticales
y sus correspondientes micrografias mostrando astrocitos tefiidos con anti-GFAP (B) o
mostrando microglia tefiida con FITC/Lycopersicon esculentum aggluinin (D). E-H) Cultivo
primario de neuronas corticales enriquecido con glia. Micrografia en contraste de fases
(E,G) de un -cultivo representativo enriquecido con glia y sus correspondientes
micrografias de fluorescencia mostrando astrocitos (F) o microglia (H). Escala 50um.
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Privacién de oxigeno y glucosa (POG) y exposicion a glutamato.

Los experimentos se llevaron a cabo a los nueve o diez dias de la siembra. Para
simular una isquemia in vitro se realizé una privacion de oxigeno y glucosa (POG), en una
camara (Forma Scientific) a 37°C, en ausencia total de glucosa y en una atmosfera
anaerbbica de nitrogeno (95%N,/5%CO0O,). Antes de comenzar cualquier tratamiento se
lavaron las células dos veces con el buffer que se empleé durante la POG, el “buffer de
isquemia” (NaCl 130mM; KCI 5,4mM; Cl,Ca 1,8mM; MgCl, 0,8mM; NaH,PO4-H,O 1mM,;
NaHCO; 26mM; pH=7,2) para retirar el medio de crecimiento. Durante la POG se mantuvo
constante la presion y temperatura del sistema (0,5 psi en el mandmetro de salida del
circuito). Los grupos control conservaron durante el mismo tiempo una atmésfera aerdbica con

buffer de glucosa (igual que el buffer de isquemia, pero que contiene 33mM de glucosa).

Al acabar el tiempo de POG, las células se lavaron con un medio de reperfusion (igual
que el medio de crecimiento, pero cambiando la gentamicina por 0,15ng/mL de penicilina) dos

veces y se dejan con este medio durante el periodo de “reperfusién” las 24 horas posteriores.

Muy importante es destacar que el tiempo de POG en los experimentos de liberacion
de glutamato fue de 150 minutos. El motivo de escoger 140-160 minutos fue porque se
observo que en este tiempo habia liberacion de glutamato, pero no habia liberacion de LDH.
Asi, los experimentos en los que los valores de LDH de los grupos control y POG diferian
significativamente no fueron considerados. De esta forma se estaba descartando que la
liberaciébn no deseada de glutamato por rotura celular y sus posteriores consecuencias
(excitotoxicidad), interfiriese en el estudio de los mecanismos de liberacion y el efecto de la

aspirina sobre este proceso.

Alternativamente al tratamiento de POG, hubo células expuestas a glutamato. Se
incubaron durante 5 minutos con una concentracion de glutamato de 10uM en un medio que

carecia de magnesio. Posteriormente se cambié el medio y se mantuvo asi 24 horas.
Para las medidas de los niveles de ATP, el tiempo de POG escogido fue de 90

minutos. En este tiempo no hubo liberacion de glutamato (se comprobé por HPLC), de forma

que se evitd que hubiese gasto por exocitosis 0 por lisis celular (se midié la LDH).
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1.1.2. In vivo. Oclusién de la arteria media cerebral de rata (OACM/MCAOQO).

Este modelo de oclusién permanente de la arteria cerebral media fue descrito por
primera vez hace veinte afios (Tamura et al., 1981), aunque posteriormente ha sido
modificado y perfeccionado (Bederson et al., 1986a) hasta ser uno de los modelos in vivo mas

empleados en el estudio de enfermedades cerebrovasculares.

Se emplearon ratas macho Fischer de 230-260 gramos, anestesiadas con halotano
2,5% en una mezcla de 70% nitrdgeno/30% oxigeno. Durante todo el proceso se mantuvo el
animal a 37°C con una manta térmica para evitar la hipotermia que produce la anestesia. Se
afeitdé la zona cercana al ojo izquierdo y la zona ventral del cuello y se aplico yodo para

desinfectarlo.

Ligadura de la arteria carétida comun. Antes de cauterizar la arteria cerebral media
hubo que ligar la arteria cardtida comun izquierda para mejorar la reproducibilidad del infarto.

Se localizd y aisl6 dicha arteria para ligarla con un hilo de sutura de 3/0, con doble nudo.

Exposicion de la arteria cerebral media. El siguiente paso fue la exposicién de la
arteria media cerebral izquierda a través de una craneotomia en la region temporal. Se hizo
una incisién de 1cm perpendicular a la linea que conecta el canto lateral del ojo y el canal
auditivo externo para exponer y retraer el musculo temporal. Para evitar un aumento de la
temperatura local ocasionado por la friccién del microtorno (Drill Foredom HOO) se bafi6 esa
zona con unas gotas de suero salino. Cuando se habia debilitado suficientemente el hueso se
retir6 con unas pinzas finas. Para acceder a la arteria cerebral media hubo que romper y

retirar la dura mater que la protege externamente.

Cauterizacién de la arteria cerebral media. Se requiere un alambre muy fino en
forma de L, manejado por un micromanipulador (WPl M3301). Con la ayuda de un
microscopio binocular (Nikon SMZ-1) se levanto la arteria cerebral media unos milimetros. De
esta forma se redujo el flujo de sangre que llegaba a esta arteria para facilitar la cauterizacion
(Geiger Model 100). La cauterizacion se hizo bafiando con unas gotas de suero salino la zona.
Asi, el liquido y el alambre caliente fueron los que cauterizaron la arteria y no el cauterizador

directamente, que podria romperla.

Una vez terminado este paso, se retird el alambre y se cortd con unas tijeras pequefias

la arteria cauterizada para evitar una recanalizacion. Después se cerr0 la herida y se aplico un
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lubricante ocular ya que es probable que el ojo izquierdo se viese afectado. El animal se
mantuvo con acceso al alimento y a la bebida ad libitum. La operacién duré entre 30 y 45
minutos, y todos los procedimientos estan conformes con el Comité de Cuidados Animales de
la Universidad Complutense de Madrid segun la normativa de la Uniébn Europea
(DC86/609/CEE).

El procedimiento fue basicamente el mismo para el grupo de animales SHAM. Se
empled la misma anestesia. Se aislé la arteria carétida comun, aunque no se ligé y se hizo la

craneotomia en la regién temporal, pero no se cauteriz6 la arteria cerebral media.

Implantacién de la canula de microdialisis.

Se emplean ratas Fischer macho de 240-260g. Como anestesia se utiliza halotano
2,5% en una mezcla de 70% nitrégeno/30% oxigeno y los animales se fijan en un
estereotaxico Kopf con la barra dental —3,3mm por debajo del cero interaural. La sonda de
microdidlisis (3,5mm x 240um; Cuprophan) se implanta 24 horas antes de la MCAO en el
estriado izquierdo en las siguientes coordenadas: +1,0mm anteroposterior, +3,0mm
mediolateral de bregma y 8,0mm dorsovental desde la superficie del cerebro (Paxinos et al.,
1986). La sonda se fija con cemento dental al craneo segun esta descrito por Baldwin et al.
(1994) y su correcto emplazamiento se comprueba después del experimento. Se perfunde
liquido cefalorraquideo artificial (KCI 2,5mM; NaCl 125mM; MgCl,-6H,0 1,18mM; CaCl,-2H,0

1,26mM) a un flujo constante de 1uL/min.

Antes de comenzar la operacion de MCAO se permite que se equilibre el sistema
durante una hora. Tras este tiempo se toman tres muestras para establecer un valor basal de
glutamato y se comienza la MCAOQO. A partir de su finalizacion se toman muestras cada 30
minutos hasta un total de ocho horas. Estas muestras se procesan en la HPLC. El recovery in
vitro se hace de 1ng/uL de glutamato y en nuestro caso, nuestra sonda es capaz de recoger

un 20,5 + 1,5% (n=6) del glutamato liberado en esa region.
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|. 2. Otras preparaciones.

Aislamiento de mitocondrias y particulas submitocondriales de cerebro de

rata.

Las mitocondrias y particulas submitocondriales se prepararon segun Lizasoain et al.
(1996). Se sacrificé la rata por decapitacion, se extrajeron los cerebros y comenzé la
homogeneizacion troceandolos en buffer de aislamiento (KCI 0,15M y KH,PO, 20mM; pH 7,6)
en hielo. El tejido troceado se paso por el homogeneizador (0,25mm) y se centrifugd a 1300 g
durante tres minutos a 4°C. El sobrenadante se separd, mientras que el pellet se volvié a
resuspender en el buffer de aislamiento. El pellet resuspendido se centrifugd en las mismas
condiciones que antes y el sobrenadante se mezclé con el anteriormente obtenido. La fraccion
subcelular se centrifug6 a 17000 g durante 10 minutos a 4°C. El pellet se resuspendié de

nuevo y se homogeneizé (homogeneizador 0,1mm).

Para conseguir una pureza mayor en la fraccibn mitocondrial, se centrifugd en
gradiente de ficoll (10% p/v en buffer de aislamiento) a 450009 durante 45 minutos a 4°C. El
pellet se resuspendié de nuevo en el buffer y se centrifugé a 9800 g durante diez minutos a

4°C. Para terminar se ajusto la proteina a 10mg/mL.

Las particulas submitocondriales se obtuvieron sometiendo las mitocondrias a tres
ciclos de congelacion-descongelacién para romper las membranas. En el caso de las
mitocondrias hubo que hacer el aislamiento y el experimento el mismo dia. Las particulas
submitocondriales pudieron mantenerse a —80°C cuatro o cinco dias, aunque se detectd

pérdida de actividad pasado este tiempo.
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[l. Determinaciones.

[I. 1. Parametros de viabilidad.

M.1.1. MCAO.

Caracterizacion del tamafno de infarto.

A las 48 horas de la MCAO se sacrificé el animal por dislocacién cervical para extraer
el cerebro y cortarlo en un molde (Brain Matrix; WPI) en secciones coronales de 2mm de
espesor. Estas rebanadas se sumergieron durante 15 minutos a 37°C en una solucion de TTC
(cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio) al 2% (p/v) en tampon fosfato 0,05M. EI TTC es una sal de
tetrazolio que tiene la capacidad de ser reducido por la cadena respiratoria mitocondrial de
forma que cambia de incoloro a rojo (Bederson et al., 1986b). La zona necrosada, al carecer

de actividad mitocondrial, no podra reducir el tetrazolio y no tendra coloracion alguna.

Tras esto, se fotografiaron las secciones con una cdmara digital (Nikon CoolPix990.
Lexar Compact Flash Card). En la fotografia digital de la seccién coronal se vio una region sin
color que correspondia a la zona infartada. El area de esta zona se cuantificé calibrando
previamente la escala del analizador de imagenes (Scion Image Beta 4.0.2). Se midieron las
zonas infartadas de los dos lados de cada seccidn y se sumaron para obtener el area total.
Esta cantidad se multiplicé por 1mm, que es la profundidad de cada media seccion, de forma

que se obtuvo el volumen total de infarto.

Il. 1. 2. Cultivos celulares.

Determinacion de LDH (Lactato deshidrogenasa).

La lactato deshidrogenasa es un enzima citosélica que se libera al espacio extracelular
como consecuencia de la lisis celular (Koh et al., 1987). Para medirla, tras la POG se retira un
volumen de medio y se mezcla con la misma cantidad de buffer fosfato/NADH/piruvato
(concentracion final de NADH 350uM; piruvato sédico 900uM; pH 7,4). Se mide la cinética

durante 150 segundos a temperatura ambiente en un espectrofotdmetro (Beckman DU7500) a
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340nm. En esta longitud de onda registramos la desaparicion de NADH al oxidarse por la

presencia en el medio de LDH. En concreto la reaccion es la siguiente:
NADH + H" + Piruvato sédico LDH y, NAD" + Lactato

La LDH se expresa como porcentaje de LDH total. Para calcular este valor se lisaron
las células con Tritén X-100 y se midi6 a 340nm como se ha explicado antes. Este valor junto
a los obtenidos previamente a 0, 3 y 24 horas es el valor total de LDH. Asi, el valor de LDH
liberado se determina: LDH(%) = 100XLDH medioy/LDH(medioytLDH célutas)

Determinacion de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio).

El MTT es un marcador de viabilidad a través de la medida colorimétrica de la actividad
mitocondrial (Mossmann, 1983; Hansen et al.,, 1989). Va a medir la capacidad de las
mitocondrias de las células de reducir el MTT al colorante formazan. Las células se incuban
tras la POG durante 3 horas con una solucion de buffer fosfato/MTT (12mM de MTT en buffer
fosfato a pH 7,4). Transcurrido ese tiempo se retira el medio y se mantienen durante 24 horas
con un solubilizante compuesto de dimetilformamida al 40% y SDS al 20%, a pH 4,7. Para

determinarlo se mide a 570 nm en un lector de microplacas (Molecular Devices).

Tincion con ioduro de propidio (PI).

Estos experimentos se hicieron para determinar la viabilidad celular tras la POG. El
ioduro de propidio se une al DNA de células necroticas, o que hace que emita fuorescencia
roja (Aexcitacion=2535nM, Aemisiscn=617NM), mientras que las células vivas apenas dan sefial (Tanke
et al., 1982).

Para estos experimentos las células fueron mantenidas en medio PGG durante 30
minutos tras la POG. Después se lavaron con PBS frio y se incubaron en hielo durante 30
minutos con 1ug/mL de ioduro de propidio en PBS. Tras este tiempo las células se pudieron

ver y fotografiar con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE300).
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[l. 2. Medida de liberacién vy recaptacion de glutamato.

Determinacion de glutamato.

La determinacion se llevo a cabo por un sistema de HPLC (Perkin Elmer Binary Pump
LC250) con deteccion fluorimétrica (Perkin Elmer LC240), Aemision=450NM Y Aexcitacion=340NnmM,
con derivatizacidon pre-columna con o-ftaldehido (Lindroth et al., 1979). El o-ftaldehido se
compone de 0,06mM de este producto disuelto, en este orden, en 10% (v/v) de metanol,
89,25% (v/v) de tampon borato (pH 10,5) y 0,75% (v/v) de B-mercaptoetanol. Se emple6 una
columna de fase reversa C-18 donde se separan los aminoacidos isocraticamente con una
fase mavil compuesta de tamp6n acetato (acetato sédico 0,04M y pH 6,5), 15% metanol y 2%
de tetrahidrofurano. El gradiente se hizo con metanol y el area de los picos se obtuvo con un
integrador (PE Nelson Model 1020) acoplado al sistema, comparando con el area de patrones

externos.
Determinacion de la recaptacion de [*H]-glutamico en cultivos neuronales.

Para este experimento se incubaron las células en solucién control con acido glutamico
frio (3uM) y &cido glutamico tritiado (8uCi/mL). Se llevd a cabo durante 90, 180 y 300
segundos para estudiar el proceso en condiciones de linealidad. Al terminar este periodo se
lavé rapidamente dos veces con PBS y se lisaron las células a —80°C con &cido perclérico
(0,3M). Cada grupo tenia un grupo control en el que se habia substituido el sodio
equimolecularmente por colina. De esta forma se calcul6 con una simple resta la recaptacion
sodio-dependiente llevada a cabo por el transportador. El glutamico recaptado de forma sodio-
dependiente se expresa como porcentaje de glutamico total. La determinacion se hizo en un

contador de centelleo.
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ll. 3. Determinaciones mitocondriales.

Determinacion del consumo de oxigeno de mitocondrias y particulas

submitocondriales.

La medida del consumo de oxigeno se realiza con un electrodo tipo Clark (Digital Mode
10 Rank Brothers Ltd). El sistema consta de un electrodo de oxigeno con un anodo de
referencia de plata/cloruro de plata rodeado de un catodo de platino. Los electrodos estan
bafiados en una solucion de KCI saturada, separada de la camara de reaccion por una
membrana fina de teflon permeable al oxigeno pero que impide la contaminacién de estos. En

el catodo de platino se va a producir la reduccion del oxigeno molecular a agua.

4H" + 4e" + O, —» 2H,0 Catodo
4Ag° + ACIT —® 4AgCl +4e Anodo

El electrodo esta conectado a un registrador, de forma que registrara las variaciones
en el consumo de oxigeno. Para calibrarlo se llena de agua y se ajusta al 100% (240uM de
0,). A continuacion se elimina la totalidad del oxigeno del agua con hidrosulfito sédico
(Na,S,04, 174,1g/mol) y se obtiene el 0%. Con esto se podra establecer la relacion entre el

registrador y el oxigeno consumido (cm de pendiente por moles de oxigeno consumidos).

Se calculd la actividad de cada complejo segun ya esta descrito en la bibliografia
(Partridge et al., 1994; Lizasoain et al., 1996). En todas las medidas se realizé el mismo
protocolo. La medida en la camara del electrodo se llevé a cabo sobre 2mL de buffer de
incubacién (KH,PO, 50mM; EDTA-2H,O 100uM; pH 7,2) y mitocondrias o particulas
submitocondriales (concentracién final 0,5mg/mL). Con una microjeringa se administr6 20uL
del farmaco en estudio (aspirina, salicilato sédico o indometacina) y posteriormente 20uL de
substrato especifico de cada complejo. Los resultados se obtuvieron en forma de pendientes,

que se transformaron a moles de oxigeno consumidos.

Substratos especificos de cada complejo.

Substrato del complejo I-1ll. NADH. Concentracion final en el electrodo es 50uM.

Substrato del complejo II-11l. Acido succinico. Concentracion final 5SmM.
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Substrato del complejo IV. Ascérbico y TMPD (N,N,N’,N’-Tetrametil-fenilendiamina). En el

electrodo 5mM y 0,5mM respectivamente.

NADH —p

Succinato—»

o
Ops

Ascorbato/TMPD

Medida del contenido de ATP.

El protocolo estd basado en otros previamente empleados (Anderson et al., 1999)
aunque fue modificado hasta adaptarlo a nuestro sistema. Esta disefiado para hacerlo tanto
en tejido como en células como en mitocondrias enteras. En todos los casos se extrajo el ATP
en un tampon de extraccion (acido tricloroacético 0,3% (p/v) y EDTA disddico 1mM), donde se
conserva estable a 4°C. Después se neutralizd en tampon tris-acetato (pH 7,75) y para su
deteccion fluorimétrica se empled una solucion de luciferina-luciferasa (1,5mg/mL en agua;
L0633, Sigma), que reacciona especificamente con ATP. Las concentraciones se determinan

mediante una curva patrén desde 10 hasta 10° M.

El tejido fresco se obtuvo 15 minutos después de terminar la MCAO, tiempo al que ya
se ha producido la caida de ATP. Se seleccion6 una porcién de tejido, proxima a la lesion, que
se homogeneiz6 en buffer de extraccion. Se centrifugd a 10000g durante tres minutos a 4°C.
El sobrenadante se diluyé 1:1 con buffer tris-acetato para neutralizar el medio. Para la
deteccién de ATP se dispenso luciferina-luciferasa, que se midié inmediatamente en el lector

de luminiscencia (Fluoroskan Ascent FL Labsystems).

Para el caso de células se retiré el medio tras una POG subméaxima de 90 minutos y se
afadieron 150uL de solucion de extraccion. A los diez minutos se retird el medio y se mezclo
(1:1) para medir el ATP en la placa del fluorimetro. A partir de aqui, se actu6 igual que en el

caso del tejido. Se mezclo 1:1 con tris-acetato y posteriomente se afiadio luciferina-luciferasa.
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En este caso la POG fue de 90 minutos ya que se buscaba un tiempo donde no hubiese

liberacion de AAE y el ATP no hubiese caido.

Con las mitocondrias enteras el procedimiento se ve maodificado al principio. En cada
tubo eppendorff termostatizado a 37°C en un bafio se afiadié el farmaco (aspirina, salicilato
sbdico o indometacina), buffer manitol (manitol 75mM; sacarosa 25mM; KCI 115mM; KH,PO,
20mM; pH 7,2) y mitocondrias (10mg/mL, de forma que al diluir posteriormente se alcanzo6
0,5mg/mL de concentracion final). Ahora va a depender del complejo que se quiera estudiar.
Para el complejo I-lll se afiadi6 una solucibn de glutamato/malato/ADP (lanzadera
mitocondrial de glutamato-malato, para que el glutamato pueda atravesar la membrana
mitocondrial) para una concentracion final de 2,5mM de glutamato y de malato y 360uM de
ADP, mientras que para el complejo II-lll se afiadi6 una soluciébn de succinato para una
concentracion final de 20mM. También se hizo un blanco, que no llevaba ADP. A los cinco
minutos de incubacion, se afadié el mismo volumen que haya de buffer de extraccién. A partir
de aqui el proceso es igual que en los casos anteriores. Se mezclé en proporcién 1:1 con

buffer tris-acetato y se afiadio luciferina-luciferasa.

Il. 4. Otras determinaciones.

Determinacion de proteinas.

El fundamento del método consiste en la capacidad de las proteinas para reducir el
cobre en estado de oxidacion Il a estado de oxidacion | de forma concentracién dependiente
(Hill et al. 1988), lo que le permite reaccionar con el acido bicinconinico y dar un color violeta

que podemos registrar a una longitud de onda de 562nm.
En cada pocillo se mezclé la muestra con el reactivo de cobre (98% (v/v) de &cido

bicinconinico y 2% (v/v) CuS0O,4-5H,0) en proporcion 1:20. Esto se mantuvo 30 minutos a 60°C

y se mide a 562nm. Como estandar se emplea albumina de suero bovina (BSA).
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Ill. Protocolo experimental.

. 1. CULTIVOS CELULARES.

Material y métodos

Efecto de la aspirina sobre la muerte neuronal inducida por POG.

En estos experimentos el periodo de POG fue de 150 minutos. Tras este tiempo, se

midieron distintos parametros de viabilidad celular como son la LDH, MTT y PI. En el caso de

la LDH se tomé del medio tras los 150 minutos, se retir6 y se afadio el buffer de reperfusion

mientras se mantuvieron las células en el incubador a 37°C. Esto permitié6 medir la LDH a las

0, 3y 24 horas después de la POG. Para el MTT y el PI se retiré el medio y se determiné en

las células (Figura 9).

Con estos experimentos se comprobd si habia muerte celular tras la POG vy si la

aspirina era capaz de reducirla. La aspirina (30uM-3mM) se afiadié al comenzar la POG. En la

reperfusion se retir0 cualquier farmaco.

Aspirina
Salicilato
Indometacina

!

Reperfusion

150
min.— P

0 min.

3h.

I NDH

MTT,

LDH,

Pl

24 h.

Figura 9. Esquema de los experimentos para la
obtencion LDH, MTT y PI.
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Efecto del salicilato sddico y la indometacina sobre la muerte neuronal inducida
por POG.

Los experimentos se llevaron a cabo igual que los de aspirina (figura 9), aunque sélo
se determinod la LDH a 0, 3 y 24 horas tras la POG. Se probé el salicilato sodico (300uM)
como farmaco analogo a la aspirina y la indometacina (3, 10 y 100uM) como AINE con indice
COX2/COX1 similar al de la aspirina (Warner et al., 1999).

Efecto de la aspirina, el salicilato sddico, la indometacina, la dizocilpina y el
PDTC sobre la liberacion de glutamato inducida por POG en neuronas

corticales.

Se recogieron 100uL de medio tras los 150 minutos de POG (figura 10) y se
centrifugaron para depositar alguna célula que hubiésemos podido tomar por error. Se
compard la liberacién de glutamato en situacion control, de POG y POG con aspirina en el
rango de (30-3000uM), salicilato sddico (300uM) e indometacina (3-100uM). Como grupo
control del sistema se evalu6 el efecto sobre la liberacion de LDH de un antagonista no
competitivo del subtipo de receptor de glutamato NMDA, la dizocilpina (100nM). Debido a que
se ha descrito que la neuroproteccion por salicilatos podia estar mediada por el NF-xB, se
probé el efecto de un inhibidor de este factor PDTC (pirrolidinditiocarbamato sédico; 100uM)

en nuestro sistema.

Vehiculo, Aspirina,
Salicilato,
Indometacina,
Dizocilnina. PDTC.

- Reperfusién

150 3h. —p
min. 24h. >

0 min.

LDH I DH

AAE, LDH

Figura 10. Esquema de los experimentos de
obtencidn de glutamato
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Efecto de la aspirina sobre el dafio neuronal causado por glutamato.

Se expuso un cultivo de neuronas corticales a glutamato 10uM y ausencia total de
magnesio en el buffer durante cinco minutos (figura 11). Tras este tiempo se cambi6 el medio
por buffer de reperfusion. Se midi6 la viabilidad celular (LDH) y si la aspirina (300uM) tenia

algun efecto en estas condiciones.

Aspirina/ Vehiculo
Glutamato 10uM
0 Mg2+

- Reperfusién
5 3h. —p
min. 24 h. P

\4

LDH

Figura 11. Esquema del experimento del efecto de aspirina
sobre el dafio neuronal originado por glutamato.

Efecto de la aspirina sobre la liberacion de glutamato inducida por POG en

cultivos enriquecidos con glia.

Se emplearon cultivos enriquecidos con glia sometidos a POG donde se pudo estudiar
si el efecto de la aspirina (300uM) era compartido por otro tipo celular distinto al de las

neuronas y si la presencia de células gliales modificaba el resultado.
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Efecto del tPDC y BAPTA sobre la liberacion de glutamato inducida por POG en
neuronas corticales. Efecto de la aspirina.

Con estos experimentos se estudiaron los dos mecanismos mas importantes de
liberacion de glutamato, el vesicular o calcio-dependiente y la reversion del transportador.
Sobre ambos mecanismos se estudi6 el efecto de la aspirina (figura 12). En los dos casos se

recogio 100uL de medio para cuantificar el glutamato por HPLC.

Para el estudio del mecanismo calcio-dependiente se empled un quelante de calcio
intracelular como es el BAPTA-AM (&cido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético),
5uM. De esta forma se eliminaba el componente vesicular de la liberacion. Se incubaron las
células 45 minutos con BAPTA y se lavaron dos veces con buffer de isquemia antes de
comenzar la POG. No solo se estudio el efecto del BAPTA, también se estudi6 el efecto de la

aspirina (300uM) con este tratamiento.

Para el estudio de la reversion del transportador, se empleé el tPDC (&cido L-trans-
pirrolidin-2,4-dicarboxilico; 300uM). Con él, se inhibia el componente de la liberacion relativo a
la liberacion calcio-independiente. Este farmaco se incubd 45 minutos antes de la POG junto
al acido kinurénico (1ImM), un bloqueante de receptores NMDA y no NMDA, con lo que se
inhibia el efecto secundario del glutamato liberado (Rossi et al. 2000). Tras la incubacién, se
retiraron los dos productos lavando las células con buffer de isquemia. En la POG se incubd6

un grupo sin aspirina (control) y otro con aspirina (300uM).

t-PDC/kinurenato
BAPTA-AM Aspirina / Vehiculo

45%— o 3h,  ———p
min. min.

| AAF | DH

0 min.

Figura 12. Esquema del estudio de los mecanismos
implicados en la liberacidn de glutamato.
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Efecto de la aspirina en la recaptacién de glutamato en neuronas corticales

Se empled glutamato tritiado en presencia y en ausencia de aspirina (figura 13). Se
hizo un estudio a 90, 180 y 300 segundos, y se escogio el tiempo de 90 segundos por

asegurar la linealidad en el tiempo de captacion.

Sodio/colina
3uM glutamato
%[H] glutamato

)

90 sg. ’#

180 sg.

Aspirina/ Vehiculo

300 sg.

0 sg.
Contador de centelleo

Figura 13. Esquema de los experimentos de recaptacion
de glutamato.

Efecto de la POG en los niveles de ATP en neuronas corticales. Efecto de la

aspirina, salicilato sddico e indometacina.
El tiempo de POG empleado en estos experimentos fue de 90 minutos. Esta POG

submaxima permitié ver caidas en los niveles de ATP sin que hubiese liberacion de glutamato,

muerte neuronal o pérdida de ATP por lisis celular (Figura 14).
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Vehiculo, Aspirina,
Salicilato,
Indometacina.

'
e

L 90
min.

0 min.

AAE, ATP, LDH

Figura 14. Esquema de los experimentos de
medida de los niveles de ATP en células.

lIl. 2. MITOCONDRIAS Y PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES.

Efecto de la aspirina, el salicilato sédico y laindometacina en los niveles de ATP

en mitocondrias aisladas.

Tras el aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata se comprobd el efecto de la

aspirina, el salicilato sodico y la indometacina sobre los distintos complejos de la cadena

respiratoria mitocondrial, el I-1lI-1V y el 1I-IlI-1V (figura 15).

Vehiculo Mitocondrias

Aspirina en buffer
Salicilato manitol  Glutamato/malato/ADP (I-11l-IV)
Indometacina Succinato (II-111-1V)

Nt
i

Tq— 5 min. - >

0 min.

ATP

Figura 15. Esquema de los experimentos de medida de los niveles de
ATP en mitocondrias.
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Efecto de la aspirina, el salicilato sédico y la indometacina sobre el consumo de

oxigeno en particulas submitocondriales.

Las particulas submitocondriales aisladas se incubaron con aspirina, salicilato sodico e

indometacina para poder determinar el consumo de oxigeno de los complejos I-lll, lI-lll y IV
(Figura 16).
Particulas Vehiculo

submitocondriale

ici Succinato (II-111
s en buffer de Salicilato (11-11)

Indometacina Ascorbato/TMPD
inciithaciAn I

N v
A

ri Registrador —»
! v

Consumo de
oxigeno

Figura 16. Esquema de los experimentos de cuantificacion
del consumo de oxigeno.

. 3. ANIMAL ENTERO.

Efecto de la aspirina sobre el volumen del infarto en ratas sometidas a MCAO.

Se plantearon cuatro grupos de animales: MCAO, MCAO + aspirina 10mg/Kg, MCAO +
aspirina 30mg/Kg y MCAO + aspirina 100mg/Kg. La aspirina y el suero salino se administraron
i.p. 2 horas antes de la MCAO. El volumen de infarto se determiné 48 horas después de la

operacion.

Efecto de la aspirina en ratas sometidas a MCAO sobre la liberacion de

glutamato en plasmay en cerebro.
La determinacién de los niveles de glutamato se determiné por HPLC. Se

establecieron dos grupos clasificados como MCAO y MCAO + aspirina (30mg/Kg). La aspirina

0 el suero salino se administraron i.p. 2 horas antes del comienzo de la MCAO.
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Para determinar los niveles de glutamato en el cerebro, las muestras se recogieron por

microdidlisis (figura 17), segun se describio en el apartado 1.1.2. En el caso de los niveles

plasméticos (figura 18), se tomd sangre de la vena caudal, se desproteinizo y se centrifugo

para obtener el suero.

Aspirina/ Vehiculo

l MCAO Reperfusion

E—
PEAHEEEEARRIALELLY

8 h. 24 h. 48 h.

-90min. 1h. 3h. 5h. 7 h.
-150 min. -30 min.

Las flechas indican tomas de
microdidlisis para determinar
glutamato.

Figura 17. Esquema de las tomas de microdialisis.

Aspirina / Vehiculo

l MCAO Reperfusion

—F
ettt T

0 h. 2 h. 4h. 6 h. 24h. 48n.

-90min.

-150 min. -30 min. Las flechas indican tomas de
sangre para determinar

nliitamatn

Figura 18. Esquema de las tomas de sangre.
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Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebral en ratas sometidas a
MCAO.

Para estos experimentos se hicieron cuatro grupos, clasificados como SHAM, SHAM +
aspirina 30mg/Kg, MCAO y MCAO + aspirina 30mg/Kg. Se sacrifica el animal 15 minutos
después de la MCAOQO y se determina el ATP (figura 19) en una region cortical préxima a la

arteria media cerebral cauterizada.

Aspirina / Vehiculo

l ,
T Tk | |

1 M

0 min.

Figura 19. Esquema de los experimentos de medida de
los niveles de ATP en animales MCAO.
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V. Analisis estadistico.

Todos los valores fueron expresados como media + SEM del nimero de experimentos

indicados en cada caso. Se consider6 p<0,05 significativo (test Newman-Keuls).

V. Farmacos empleados.

Los productos empleados en esta Tesis se obtuvieron de Sigma, con las siguientes
excepciones: sal soluble de aspirina (laboratorios Normon), anticuerpo anti-GFAP (Chemicon),
Cy™2 anti-lgG (Amersham Pharmacia Biotech), kit determinacion de ioduro de propidio

(Molecular Probes V-13244) y acido kinurénico (Tocris).
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Resultados.

A.- In vitro: cultivos celulares.

Liberacion de glutamato y muerte neuronal. Efecto de la aspirina y otros
AINES.

A.1. Efecto de la aspirina sobre la muerte neuronal inducida por un proceso de
privacion de oxigeno y glucosa (POG).

El proceso de POG de 150 minutos, produce muerte neuronal en nuestro modelo,
como se observa en los tres marcadores de viabilidad celular (LDH, MTT y PI). Hay un
aumento en los niveles de LDH liberados al medio a las 3 y 24 horas después de la
POG (Figura 21), un mayor porcentaje de MTT reducido tras la POG y un mayor

porcentaje de células marcadas inmediatamente después de la POG con PI (Figura 22).

Cuando se incubaron con aspirina, se redujeron los niveles de LDH en el medio

(ICs0 = 0,115 + 0,015uM), disminuyé el porcentaje de células necréticas tefiidas con Pl y
aumento el de MTT reducido.

110 —

100 — E\‘::i e

90

80 —

70

60 —

% respecto a LDH total
H-a—

-——m-— 3 horas después de POG
@ 24 horas después de POG

50

40 T T T LA | T T LA | T T TTTTTT T T LA |
0 10 100 1000 10000
Concentracion de aspirina (uM)

Figura 21. Efecto de la aspirina sobre la liberacion de LDH, 3y 24
horas después de la POG. El resultado se expresa como porcentaje
de la LDH total.
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75 — — 100

MTT reducido ( % de control)

T
(90d 3p %) SedonoIdaU seNed

POG POG  POG  POG  POG Control POG POG +

asp asp asp asp
100uM  300yM  1000pM  3000uM asp300uM

Figura 22. Inhibicién por parte de la aspirina de la muerte celular inducida por
POG, medido por la reduccion de MTT (figura izquierda) y por la tincién de
células con PI (figura derecha).

A.2. Efecto del salicilato s6dico y la indometacina sobre la muerte neuronal
inducida por POG.

El salicilato sédico fue capaz de reducir la muerte neuronal a la misma
concentracion a la que la aspirina demostré su maxima eficacia (300uM). Por su parte,
la indometacina fracaso a las tres concentraciones empleadas como protector frente a la
muerte neuronal inducida por POG (Figura 23). En esta grafica se muestran los valores
de LDH a las 24 horas de la POG.

1207
100
80

60 -

LDH liberada (% POG)

40+

20~
POG POG POG POG POG POG
asp300uM salic300uM indo 3uM  indolOp  indo100uM

Figura 23. Efecto de otros AINEs (salicilato sodico e indometacina)
sobre la muerte celular inducida por POG. *p<0,05 vs POG.
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A.3. Efecto de la aspirina, el salicilato sédico y la indometacina en la liberacién de

glutamato inducida por POG.

La POG produjo la liberacién de glutamato en los cultivos celulares (1,22 +
0,23nmol/10° células vs. no detectable en control). Como control adicional de nuestro
sistema, se incubaron células con dizocilpina (100nM), de forma que al bloguear el
receptor NMDA disminuyeron los valores de LDH (37 + 4 % de POG).

Al incubar las células con aspirina se aprecio una disminucion de la liberacion de
glutamato (IC5=0,042 + 0,009mM; Figura 24), mientras que la incubacion con un
inhibidor de la translocacion del factor nuclear B, como es el PDTC
(pirrolidinditiocarbamato), no produjo ninguna modificacion en la liberacion de glutamato
comparado con la POG (1,22 + 0,23 vs. 1,20 + 0,12 nmol/10° células; p>0,05).
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Figura 24. Efecto de la aspirina (30-3000uM) sobre la liberacion
de glutamato inducida por POG.

Como ocurrié al incubar las células con aspirina (300uM), el salicilato sodico
(300uM) inhibid la liberacion de glutamato (Figura 25). Por el contrario, la indometacina

(3-100uM) en la misma situacién no produjo ningn cambio significativo.
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Figura 25. Efecto de aspirina, salicilato soédico e indometacina sobre
la liberacién de glutamato inducida por POG. * p<0,05 vs. POG.

Mecanismos implicados en la liberacion glutamato. Efecto de la aspirina.

A.4. Efecto de la aspirina sobre el dafio neuronal causado por glutamato.

La incubacion de las células en un medio con glutamato (10uM) en ausencia de
magnesio durante cinco minutos, caus6é muerte celular (LDH liberada 32,9 + 1,5 % de
LDH total; p<0,05). La incubacién con aspirina (300uM) no modificé significativamente

estos valores de LDH (30 + 2 % de LDH total).

A.5. Efecto del t-PDC y BAPTA sobre la liberacion de glutamato inducida por POG.
Efecto de la aspirina.

Como ya se expuesto en material y métodos, tanto el t-PDC (inhibidor del
recaptador de glutamato)/kinurenato (bloqueante de receptores NMDA y no NMDA)
como el BAPTA (quelante de calcio intracelular) necesitaron un periodo de carga de 45

minutos antes de la POG. Los dos tratamientos ocasionaron una menor liberaciéon de
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glutamato (Figura 26). Cuando ademas se incubaron estos grupos con aspirina (300uM)
se observd una inhibicion adicional en el caso del BAPTA, hecho que no se apreci6 en
el grupo del t-PDC.

I Sin aspirina
] Con aspirina

Glutamato liberado (% POG)
\‘
o
|

POG POG +tPDC POG + BAPTA

Figura 26. Estudio del mecanismo de liberacion de glutamato por
reversion del transportador (tPDC) y del mecanismo exocitético
(BAPTA). Efecto de la aspirina 300uM. *p<0,05.

A.7. Efecto de la aspirina sobre la liberacién de glutamato inducida por POG en

cultivos enriquecidos con glia.

La liberacion de glutamato no se vio modificada por la presencia de aspirina en
cultivos mixtos-neurona-glia (1,29 + 0,13 vs. 1,12 + 0,11 nmol glutamato/mL; p>0,05)

expuestos a POG.

A.8. Efecto de la aspirina en la recaptacion de glutamato en neuronas corticales.

La recaptacién no se afectd por la presencia de aspirina (300uM), aungue si lo
hizo en presencia del inhibidor del transportador, el t-PDC (300uM). En la figura 27 se

representa la recaptacion sodio-dependiente a los 90 segundos, donde el proceso es

lineal.
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Figura 27. Efecto de la aspirina y el tPDC sobre la recaptacion de
glutamato. *p<0,05 vs. control.

A.9. Efecto de la POG sobre los niveles de ATP en neuronas corticales. Efecto de

la aspirina.

Una de las primeras etapas en la isquemia cerebral es la caida de ATP, que
conlleva posteriormente la reversion del recaptador de glutamato. Por esto, decidimos
medir los niveles de ATP. La exposicion a una POG submaxima de 90 minutos ocasiono
una caida en los niveles de ATP comparado con los niveles control (23,2 + 3,7 nmol/mg
proteina). La incubacién con aspirina (300uM) y con salicilato sédico (300uM)
incrementod los valores de ATP, mientras que la indometacina (3uM y 100uM) no fue

capaz de recuperar los niveles de ATP (Figura 28).

POG + indo - I
POG + indo 3uM —
POG + salic — %
POG + asp 300uM %
POG —
o 10 20 a0 a0 B0

Niveles de ATP (% de control)

Figura 28. Efecto de aspirina, salicilato sodico e indometacina

sobre la caida de ATP inducida por POG. *p<0,05 vs POG.
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B. Mitocondrias y particulas submitocondriales.

B.1. Efecto de la aspirina, el salicilato sédico y la indometacina en los niveles de

ATP en mitocondrias aisladas.

La aspirina (30, 100 y 300uM) aumentd los niveles de ATP en mitocondrias
aisladas, cuando se utilizaron substratos del complejo I-IlI-1V de la cadena respiratoria
mitocondrial (control 929 + 77 nmol/mg proteina). ElI complejo II-lll-IV no vio
incrementada su actividad con las mismas concentraciones de aspirina respecto al

control (399 + 31 vs. 381 + 40 nmol/mg proteina).

Con el salicilato sédico (30, 100 y 300uM) los resultados fueron similares a los de
aspirina, se incrementaron los niveles de ATP por la estimulacién del complejo I-llI-IV
(Figura 29). Por su parte, la indometacina (3, 10 y 30mM) no fue capaz de aumentar los

niveles de ATP a través del complejo I-11I-IV ni por el lI-1lI-IV (Figura 29).

Niveles de ATP (% control)
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Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 29. Efecto de aspirina y otros AINEs (salicilato sodico e
indometacina) sobre la produccién de ATP por el complejo I-IlI-1V.
*p<0,05 vs. control.
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B.2. Efecto de la aspirina, el salicilato sédico y la indometacina sobre el consumo
de oxigeno en particulas submitocondriales.

La aspirina (100-1000uM) incrementé la respiracion NADH-dependiente
(complejo I-lll de la cadena respiratoria mitocondrial) en particulas submitocondriales
respecto al control (11,2 + 0,9uM O,/min). Lo mismo sucedié con el salicilato sodico

(300uM), mientras que la indometacina (3-100uM) no modificé significativamente los
valores control (Figura 30).

La respiracion succinato-dependiente (complejo II-1ll; valor control 9,5 + 0,9uM
0O>/min) no se vio afectada por la aspirina a ninguna concentracion, y lo mismo ocurrié

con la respiracion TMPD/ascorbato-dependiente (complejo 1V; valor control 19,1 + 1,9uM
O,/min).

Aspirina -
Salicilato -

160
Indomet =

S 140- *
£

S ]

(&)

S 120

o ]

3

o 1004

£

=] i

[72]

[

S8 804

Control  30pM  100pM 300uM 1000uM 300pM  3uM  100uM

Figura 30. Medida del consumo de oxigeno en particulas
submitocondriales. Efecto de la aspirina (30-1000uM), salicilato
sédico (300uM) e indometacina (3-100uM). *p<0,05 vs. control.
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C. Animal entero.

Neurodegeneracion producida por MCAO.

C.1. Efecto de la aspirina sobre el volumen de infarto en ratas sometidas a MCAO.

Se probaron tres dosis: 10, 30 y 100mg/Kg, administradas i.p. 2 horas antes de la
operacion. De ellas, 30 mg/Kg produjo una reduccion significativa del volumen del infarto

respecto al grupo de ratas no tratadas (Figura 31; 114,0 + 14,7mm? vs. 150,9 + 9,5mm®).
170 -
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Figura 31. Efecto de la aspirina sobre el volumen de infarto
producido por MCAO. *p<0,05 vs. MCAO.

Efecto de la aspirina. Mecanismo de accion de la aspirinain vivo.

C.2. Efecto de la aspirina en ratas sometidas a MCAO sobre la liberacion de

glutamato en plasmay cerebro.

La MCAO indujo aumento de los niveles de glutamato. Los animales tratados con
aspirina (30mg/Kg) mostraron unos niveles plasmaticos y cerebrales (microdialisis) de
glutamato, menores que las ratas sin tratamiento. En el caso del dializado (Figura 32), el
pico de liberacién estuvo en las dos primeras horas tras la MCAO. A las cuatro horas

casi habia recuperado los niveles basales. El efecto de la aspirina se aprecia en el tramo
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de las 0 a las 3 horas, donde hay una inhibicién significativa (hasta un 40%) en la

liberacion de glutamato.

Concentracién de glutamato

(% niveles preisquémicos)
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Figura 32. Efecto de la aspirina sobre los niveles de glutamato
cerebrales. *p<0,05 vs. MCAO.

Los niveles plasmaticos presentaron un perfil distinto a los de la microdialisis. El

aumento comenzé a las 4 horas y a las 48 horas se recuperaban los niveles

preisquémicos. La aspirina disminuyo la liberacién en ese periodo y a partir de las 8

horas, la disminucion resulté significativa (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de la aspirina sobre los niveles de
glutamato plasméticos. *p<0,05 vs. MCAO.
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C.3. Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebral en ratas
sometidas a MCAO.

El grupo de ratas MCAO sufrié una disminucion del 30% en los niveles de ATP
comparado con las ratas SHAM. En los animales que recibieron aspirina (30mg/Kg) 2
horas antes de la MCAO, el ATP fue significativamente distinto del grupo salino. El
efecto de la aspirina sobre los niveles cerebrales de ATP se observé incluso en las ratas

SHAM, en los que el ATP aument6 de forma significativa. (Figura 34).

Niveles de ATP cerebral(umol/g)

SHAM SHAM MCAO MCAO
aspirina 30ma/Kg aspirina 30ma/Kag

Figura 34. Efecto de la aspirina sobre los niveles de ATP cerebrales
en animales MCAQO y SHAM. # p<0,05 vs. SHAM; * p<0,05 vs. MCAO.
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Discusion.
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Muerte celular v liberacion de glutamato. Neuroproteccion por aspirina.

Nuestro grupo recientemente ha descrito un nuevo efecto neuroprotector
de la aspirina (Moro et al. 2000), a través de la inhibicién de la liberacién de
glutamato en un modelo in vitro de isquemia cerebral (rebanadas de cerebro
anterior de rata expuestas a privacion de oxigeno y glucosa; POG). Para poder
estudiar con mas profundidad los mecanismos implicados en esta accion
protectora de la aspirina, en esta Tesis se ha empleado otro modelo de
isquemia in vitro como es el cultivo primario de neuronas corticales de rata

expuestas a POG.

Las células sometidas a un periodo de 150 minutos de POG sufren un
dafo respecto a las controles (células no tratadas), como se observa en los
marcadores escogidos para evaluar el dafio celular (liberacion de LDH,
inhibicion de la reduccién de MTT vy tincidon con PI). Las distintas dosis de
aspirina producen una mejoria en los parametros de viabilidad (reduciendo los
niveles de LDH liberada, aumentando el porcentaje de MTT reducido y
disminuyendo el numero de células tefiidas con PI), y la proteccion es maxima

a la concentracion de 300uM.

Una vez confirmado el efecto neuroprotector de la aspirina en este
modelo, el siguiente punto es encontrar el mecanismo por el que la aspirina
protege de la muerte neuronal. Aunque la aspirina tiene muchas acciones
farmacoldgicas, ya sea como antioxidante (Kuhn et al., 1995) o inhibiendo la
translocacion de NF-xB (Kopp y Gosh, 1994), nuestros antecedentes van
encaminados a la liberacion de glutamato como mecanismo neuroprotector. Ya
estd descrito en la literatura que el glutamato es un factor que induce
excitiotoxicidad en la enfermedad cerebrovascular (Choi y Rothman, 1990). En
nuestro modelo, en efecto, hemos comprobado que la muerte neuronal va
acompafada por un aumento en la liberacion de glutamato. También hemos

observado que la aspirina inhibe la liberacion de glutamato en nuestro sistema
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de forma paralela a la neuroproteccion que ejerce. En este caso, el efecto es

maximo a la concentracion de 300uM.

Un dato importante es que el salicilato sédico, el metabolito mas
importante de la aspirina, a una concentracion de 300uM, tuvo un efecto similar
al de la aspirina. No ocurre lo mismo con la indometacina, un AINE que no es
del grupo de los salicilatos, pero que tiene un cociente de inhibicion para las
isoformas de la COX parecido a la aspirina (Warner et al., 1999):
ICso(aspirina)=4,4;  |Cso(indometacina)=10.  1Cgo(aspirina)=3.8;  1Cgo(indometacina)=4,3. La
ausencia de efecto de la indometacina descarta por lo tanto la ruta de la

ciclooxigenasa como mecanismo de accion de la aspirina.

Mecanismos implicados en la inhibiciéon de la liberaciéon de glutamato.

Una vez demostrada la neuroproteccion que ejerce la aspirina y la
inhibicion que produce sobre la liberacion de glutamato, el siguiente objetivo
fue investigar los mecanismos implicados. Se han descrito varios mecanismos,
actuando individual o combinadamente, como los principales responsables de
la liberacion de glutamato inducida por POG: 1). Liberacion dependiente de
calcio en astrocitos y estimulado por prostaglandinas (Bezzi et al., 1998); 2).
Exocitosis vesicular calcio-dependiente (Drejer et al., 1985); 3). Reversion del
transportador electrogénico (Rossi et al. 2000; Jabaudon et al. 2000). Para su
estudio, hemos ido haciendo una diseccion farmacol6gica de los principales

mecanismos implicados.

Ademas de los mecanismos mencionados, en nuestro modelo el
aumento de la concentracidén extracelular de glutamato puede resultar también
de la lisis celular. Por tanto, un punto imprescindible en estos experimentos de
liberacion es eliminar este componente de liberacion. Para ello, en todos los
experimentos, ademas de medir los niveles de glutamato en el medio, se
determinaron los valores de LDH. Si estos valores diferian significativamente
con los valores de LDH del grupo control, podiamos suponer que habia habido

muerte celular, con lo que el experimento no era valido y era descartado. Esto
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nos obligd a tener que controlar muy bien el tiempo de POG, ya que el
sobrepasar unos minutos el tiempo adecuado, podia suponer la invalidacion del

experimento.

En el caso del mecanismo de liberacion en astrocitos estimulada por
prostaglandinas, hay que recordar que la indometacina no tenia ningun efecto,
lo que sugeria que la inhibicion de la ciclooxigenasa no participa en el efecto
neuroprotector de la aspirina. Hemos confirmado este punto en cocultivos de
neurona-glia, donde observamos que el efecto de la aspirina desaparece, lo
que significa que podemos descartar este tipo de liberacibn mediada por
astrocitos. En la caracterizacion que hacemos del cultivo de neuronas puro, los

astrocitos apenas alcanzan el 10% de la poblacién total.

El siguiente mecanismo estudiado fue la exocitosis calcio-dependiente.
Para ello empleamos un quelante de calcio intracelular, el BAPTA-AM (acido
1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético). Este compuesto disminuyd
el glutamato liberado. Cuando ademas de con BAPTA-AM, se incuba con
aspirina (300uM), se observa una disminucion aun mayor de la liberacion de
glutamato. Esto indica que el mecanismo de accion de la aspirina es

independiente del mecanismo calcio-dependiente.

El dltimo mecanismo que quedaba por analizar es el debido a la
reversion del transportador. Casi simultaneamente, han sido publicados dos
articulos (Rossi et al. 2000; Jabaudon et al. 2000) atribuyendo la mayoria del
glutamato liberado en situaciones de isquemia a este mecanismo. Nosotros
hemos estudiado este mecanismo empleando un inhibidor del recaptador como
es el trans-PDC (&cido L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilico). Es un inhibidor
competitivo (Bridges et al.,, 1991; Dunlop et al.,, 1993) del glutamato. Se
introduce en el interior de la célula en el periodo de preincubacion, para
después competir por el sitio de unién del glutamato a su transportador,
teniendo una mayor afinidad. Ademas de impedir la union del glutamato,
ralentiza la velocidad de transporte. De esta forma, el recaptacador de
glutamato se ve dificultado para realilzar su funcién. En la preincubacion

también tuvimos que afiadir kinurenato, un bloqueante de receptores NMDA y
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no NMDA, para evitar la excitotoxicidad inducida por la acumulacion de
glutamato en el espacio extracelular. En nuestros experimentos el trans-PDC
produce una inhibicion importante de la liberacién de glutamato, mientras que
la coincubacion con aspirina (300uM) no modifica significativamente los valores
obtenidos con trans-PDC. Esto nos esta indicando que el mecanismo de accién
de la aspirina es la inhibicion de la reversion del transportador.

Por otra parte, también analizamos la neuroproteccion por salicilatos
debido a la inhibicién de la translocacion del factor nuclear B (Grilli et al.,
1996). Este efecto ha sido descrito a concentraciones elevadas de salicilatos
(>1mM) y para su demostracion se afiadio glutamato exégenamente, lo que no
permitié ver el efecto directo de la aspirina sobre la liberaciéon. En nuestras
condiciones, la aspirina (<1mM) no inhibe la muerte neuronal inducida por
glutamato. Otro experimento que descarta este mecanismo es la incubacion de
las células con PDTC (pirrolidinditiocarbamato), un inhibidor de la translocacién
de este factor de transcripcion (Schreck et al., 1992), que no afecta la liberacion

de glutamato.

Alcanzado este punto, tenemos claro que la aspirina estd actuando
evitando la reversion del transportador. Ahora hay que saber si el efecto es
directamente en la recaptacion. Para ello, incubamos células control (sin POG)
con glutamato tritiado y medimos el porcentaje de recaptacion respecto al
glutamato total. Interesantemente, al repetir el protocolo con aspirina (300uM),
no hay variaciéon ninguna del porcentaje de recaptacion. Esto indica que la
aspirina no actua directamente sobre la recaptacién, lo que nos obliga a

analizar algun evento anterior a la reversion del transportador.

Es sabido que la reversion del transportador en el proceso isquémico es
consecuencia de otros eventos anteriores en el tiempo. El primero de ellos es
el fallo energético y la deplecion de los niveles de ATP (Madl et al., 1993). Nos
decidimos a investigar este proceso, mas aun, sabiendo que hay algunas
publicaciones que han demostrado que la aspirina incrementa la tolerancia

contra la hipoxia retrasando la caida de ATP (Riepe et al., 1997) y otras que
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apuntan que la prevencion de la pérdida de ATP es una estrategia

neuroprotectora (Kass y Lipton, 1989; Abramowickz et al., 1991).

El modelo escogido fue el de mitocondrias y particulas
submitocondriales aisladas de cerebro de rata (Lizasoain et al., 1996). En este
modelo comprobamos el efecto directo de la aspirina sobre la producciéon de

ATP y sobre la respiracion mitocondrial (electrodo de oxigeno).

Lo primero era comprobar que la POG de 90 minutos reducia los niveles
de ATP de nuestras células. En este caso escogimos 90 minutos y no 150,
como en los estudios de liberacion de glutamato. EI motivo de escoger este
tiempo es porque con 90 minutos, no ha habido consumo de ATP por
exocitosis o por lisis celular. Cuando incubamos las mitocondrias con aspirina
se observa que hay un aumento en los niveles de ATP y un mayor consumo de
oxigeno, pero sélo cuando se estimula la respiracion a través del complejo I-111-
IV (estimulado por el intercambiador de glutamato/malato). Cuando se estimula
el complejo lI-IlI-IV (con succinato), la produccion de ATP y el consumo de

oxigeno no se ven modificados.

Para confirmar que es un efecto directo de la aspirina sobre el complejo
I-111 (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) y no es debido a otros efectos, hemos
repetido las incubaciones, pero ahora con particulas submitocondriales. El
resultado es el esperado, hay un aumento de la respiracién mitocondrial por el
complejo I-1ll (estimulado por NADH), mientras que llI-lll (succinato) y el IV
(ascorbato/TMPD) no se ven alterados.

Repetimos el experimento con salicilato sddico para confirmar el efecto
apreciado en los cultivos neuronales. El resultado fue el mismo, hay un
incremento del consumo de oxigeno y de la produccion de ATP a través del

complejo I-lll. De nuevo, hay una ausencia de efecto con la indometacina.

La habilidad de la aspirina para actuar en el complejo I-l1ll de la cadena
respiratoria mitocondrial habia sido descrita ya hace casi 40 afios (Whitehouse

y Haslam, 1962) en otros tejidos. Ademas se describia la capacidad como
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desacoplante de la fosforilacion oxidativa, aumentando el consumo de oxigeno
y disminuyendo la produccién de ATP. En nuestro caso, hay un aumento de la
produccion de ATP, y ademas se produce cuando todavia hay oxigeno, lo que

implica un cierto caracter preventivo.

Neurodegeneracion vy liberacién de glutamato. Neuroproteccién por

aspirinain vivo.

Nos propusimos en la segunda parte de esta Tesis la corroboracién de
los datos obtenidos del modelo in vitro en un modelo in vivo. EI modelo
escogido es el de la oclusiéon de la arteria media cerebral (MCAO) en rata. Lo
primero que comprobamos es que los animales que habian sido tratados con
aspirina no variaban su temperatura como consecuencia de las propiedades

antipiréticas.

La dosis méas efectiva de aspirina fue la de 30mg/Kg, que en humanos
corresponde a una dosis analgésica, segun la formula de Mordenti y Borchard
(1989).

Dosis humano = Dosis animal(peso humano/peso animal)®”’

X = 7,5mg(70Kg/0,25Kg)%"; x=390mg.

Lo que primero observamos es que las ratas sometidas a MCAO liberan
glutamato (Baker et al., 1995; Puig et al., 2000), como se ve en los niveles
cerebrales y en los plasmaticos. Por el contrario, como cabria esperar, los
animales tratados con aspirina sufren un menor dafio isquémico ya que hay
una menor liberacién de glutamato. Ya hemos mencionado que antes de la
liberacién de glutamato, donde el mecanismo mayoritario es la reversion del
transportador (Jabaudon et al., 2000; Rossi et al., 2000) hay una caida de los
niveles de ATP (Madl y Burgessser, 1993). En el modelo de cultivo primario de
neuronas hemos demostrado que la aspirina es capaz de aumentar los niveles
de ATP para evitar el fallo energético y la posterior liberacion de glutamato por
el mecanismo mayoritario, la reversion del transportador. La comprobacion in

vivo ocurre cuando medimos el ATP en animales MCAO y MCAO tratados con
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aspirina. Estos ultimos tenian un contenido de ATP intracelular préximo a los
animales SHAM, mientras que los primeros sufren una disminucion
significativa. Incluso los animales SHAM que recibieron aspirina, tienen unos
niveles de ATP intracelular muy superiores a los de los animales SHAM sin
tratamiento, lo que estaria confirmando el efecto de la aspirina aumentando la

produccion de ATP.

Ademas del efecto neuroprotector directo que hemos demostrado, que
ocurre en los primeros momentos del infarto isquémico, otros mecanismos
pueden estar contribuyendo a la neuroproteccion por aspirina. Una menor
liberaciébn de glutamato estaria favoreciendo un menor dafio por la menor
expresion de algunas enzimas proinflamatorias, como la éxido nitrico sintasa
inducible (Cardenas et al., 2000a) o la ciclooxigenasa tipo 2. En nuestro caso
no parece que la inhibiciébn de la translocacion del NF-xB esté influyendo
decisivamente en el efecto neuroprotector, ya que ha sido escrito a

concentraciones elevadas (antiinflamatorias) de aspirina.

Los datos y conclusiones obtenidas en esta Tesis, podrian tener una
correlacion en la clinica. Ya que se ha visto que un aumento de la
concentracion de glutamato en sangre y en fluido cerebroespinal esta
directamente relacionado con un deterioro neuroldgico del paciente (Castillo et
al., 1996).
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Conclusiones mas importantes obtenidas en esta Tesis:

. La exposicion de cultivos primarios de neuronas corticales de
rata a la privaciéon de oxigeno y glucosa produce liberacion de
glutamato y muerte celular.

. La incubacion de los cultivos con aspirina es neuroprotectora,
inhibiendo la liberacion de glutamato a concentraciones
correspondientes al rango analgésico.

. EI mecanismo de accion neuroprotector de la aspirina es la
inhibicion de la reversiébn del transportador de glutamato
(mecanismo mayoritario de liberacion en la isquemia cerebral).

. La aspirina inhibe la reversion del transportador de glutamato al
incrementar la produccion de ATP, y este efecto lo ejerce a
través del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial.

. En el modelo de oclusion de la arteria media cerebral de rata, la
aspirina también es neuroprotectora a dosis analgésicas.

. EI mecanismo neuroprotector en este modelo es también a

través del aumento de los niveles de ATP.
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