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A. INTRODUCCION.

A.1 PREAMBULO.

Se suele considerar que la enfermedad vascular cerebral es la tercera causa
de muerte en los paises desarrollados, en su mayoria por infartos cerebrales
isquémicos. Se ha avanzado en su prevencién, pero una vez que se instaura,
seguimos sin un solo tratamiento de utilidad demostrada.

Mias que determinado tratamiento farmacoldgico, decidimos estudiar la
influencia de dos variables bioldgicas a las que estd sometido todo enfermo con
accidente cerebrovascular (ACV): la glucemia y la temperatura. Estos dos
pardémetros estin con frecuencia alterados en éstos enfermos, y existen datos para
pensar que su alteracion espontidnea o provocada puede tener efectos significativos
sobre el cerebro isquémico, en sentido positivo o negativo.

Muchos tratamientos que en principio tuvieron resultados favorables a nivel
de experimentacién animal, no tuvieron éxito al ser aplicados en seres humanos,
como ha sucedido con los barbitiricos, la hemodilucién o algunos antagonistas del
calcio. Tal vez un mayor nimero de trabajos experimentales hubiera evitado su
decepcionante utilizacioén en el hombre. Por éste motivo y por la falta de acuerdo en
la literatura médica respecto al papel de la glucemia y la temperatura en el infarto

<. rcerebral, creemos que “son necesarios nuevos trabajos bien controlados. Dichos

trabajos necesariamente han de ser de en modelos animales experimentales, pues la
complejidad del cerebro y su circulacidn, hace que el efecto de cualquier tratamiento
que utilicemos pueda ser confundido por muchas variables bioldgicas que solo
pueden mantenerse constantes en el laboratorio. Ademds unicamente tratamientos
que han demostrado su utilidad y seguridad en experimentacién animal pueden
ensayarse en seres humanos. Por ello nos decidimos a estudiar el efecto de las
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modificaciones de la glucemia y de la hipotermia en el infarto cerebral en la rata.
Hemos realizado dos trabajos independientes: uno variando la concentracién de
glucosa sanguinea, y el otro con hipotermia. L.os encabezamos con un titulo tinico,
al compartir los dos trabajos la misma metodologia y modelo experimental.

A.2 EPIDEMIOLOGIA.

Como se acaba de referir, en los paises desarrollados, la enfermedad vascular
cerebral (EVC), es la tercera causa de muerte después de la cardiopatia y el cancer,
y la primera de incapacidad, pues muchos de los pacientes que sobreviven no pueden
llevar una vida independiente, lo que tiene graves consecuencias humanas y
econdémicas para el enfermo, su familia y la sociedad en general. En nuestro pais
ain podria ser mas frecuente que la cardiopatia isquémica como causa de muerte
(OLIVERAS, 1987).

Su tasa de mortalidad en Europa y Norteamérica ronda los 100 pacientes por
cada 100,000 habitantes/afio (FRATIGLIONI, 1983). Esta tasa ha disminuido en los
ultimos afios, lo que se ha atribuide a un mejor control de la hipertension arterial
(AUSTRALIAN THERAPEUTIC TRIAL, 1980). La tasa de mortalidad en los
varones es sOlo ligeramente superior a la de las mujeres, en contraste con la
cardiopatia isquémica, donde predomina francamente la mortalidad en varones.
También existen diferencias raciales, con upa mayor mortalidad entre los
estadounidenses de raza negra frente a los de raza blanca.

Su incidencia se ha calculado entre 100 y 250 casos nuevos por 100.000
habitantes y afio para estos mismos paises (KURTZKE, 1985), con una distribucion
de 82 % de infartos isquémicos tromboembdlicos, 10 % hemorragias intracraneales
y un 6 % de hemorragias subaracnoideas (MOHR, 1978). La prevalencia se ha
calculado entre 500-700/100.000 habitantes.

Entre los factores de riesgo, la edad y el sexo son importantes pero
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inmodificables. Los factores de riesgo para enfermedad vascular en general
presentan en la patologia cerebrovascular algunas particularidades: el mas importante
es la hipertension arterial, y la disminucién de la mortalidad e incidencia de EVC
observada en los paises desarrollados parece deberse a su mejor control. Las
cardiopatias emboligenas (especialmente la fibrilacién auricular) y la diabetes
mellitus son otros factores de riesgo establecidos. Hiperlipidemia, tabaquismo,
consumo de alcohol, anticonceptivos orales y obesidad, no estin tan claramente
asociados a EVC como a otras patologias arteriales.

Aparte del control de los factores de riesgo vascular, no existen tratamientos
farmacoldgicos preventivos primarios para la poblacion sana, aunque en enfermos
que han sufrido un ACV transitorio o establecido, es posible la prevencién
secundaria con Acido acetilsalicilico o ticlopidina y mediante endarterectomia
carotidea cuando la arteria cardtida interna estd estenosada en un 70 % o mis.

A.3 FISIOPATOLOGIA DEL INFARTO CEREBRAL.

A.3.1  MECANISMOS DE MUERTE NEURONAL POR
ISQUEMIA.

En la hipoxia cerebral disminuye el aporte de oxigeno. Durante la isquemia
cerebral, no solo deja de llegar oxigeno, sino también sustratos energéticos
(fundamentalmente glucosa), por Io que se agotan los depdsitos de glucosa y ATP.

La isquemia actiia a varios niveles hasta desembocar en la muerte neuronal:

A.- Nivel intracelular; B.- Membrana celular; C.- Sindpsis. D.- A consecuencia de
la reperfusién. E.- Mecanismos recientemente implicados.

A.- Nivel intracelular: En el interior de la neurona isquémica, se agotan
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ripidamente las reservas de fosfatos de alta energia: a los 30 segundos de la
isquemia el ATP cae al 50% de los valores control y la fosfocreatina al 15% . Al
faltar oxigeno se interrumpe el metabolismo oxidativo de la glucosa (el de mayor
eficiencia energética) y se multiplica por siete la via de la glucolisis anaerobia,
aumentando sus metabolitos, especialmente el icido lactico, con la consiguiente
acidésis tisular. El 4cido pirivico en cambio no aumenta sino que disminuye, pues
al acumularse H* y NADH por la interrupcién del metabolismo oxidativo, la
siguiente reaccion se desplaza a Ia derecha:

Piruvato + NADH + H* ~——-— - Lactato + NADTY,

La aciddsis lactica que se produce es proporcional a los valores
preisquémicos de glucosa mas glucégeno, por lo que puede ser infiuida por la
hipoglucemia o hiperglucemia, y como veremos también por la temperatura, las dos
variables que estudiamos en éste trabajo.

Dicha acidésis puede dafiar las células liberando o activando enzimas
lisosomales y produciendo vasoconstriccién local.

Es peor conocido el significado de los incrementos (como el de succinato) o
* disminuciones (como los de a-cetoglutarato o dcido oxalacético) de metabolitos del
dcido citrico provocados por la isquemia. El nivel de aminodcidos no suele alterarse,
excepto un aumento de GABA, alanina y amonio.

B.- A-'nivel de membrana celular: el agotamiento energético que provoca
la isquemia, hace fracasar las bombas i6nicas que precisan del ATP. El sodio entra,
. causando edema en las células cerebrales; también sale potasio y entra calcio,
desencadenindose varias reacciones que llevan a la muerte celular. La secuencia de
acontecimientos, (MOCHIZUKI,1991) iniciados por el fracaso energético oxidativo
y la aciddsis provocada por glucolisis anaerobia, podria ser la siguiente:

1- Aumento de la concentracién de hidrégeno intracelular.
2- Algunos de los iones H* salen de la célula y entran iones sodio que no
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pueden ser expulsados por la bomba idnica del sodio a causa del fracaso energético.

3- Las concentraciones infracelulares de sodio aumentan produciendo
despolarizacion de la membrana celular, por lo que los canales del calcio
dependientes de la diferencia de potencial se abren (apertura dependiente del voltaje)
y entra calcio en la célula.

4- 1.a bomba ibénica del calcio no puede expulsarlo debido al fracaso
energético, por lo que se acumula en la célula. Existe consenso en que ¢l aumento
del calcio intracelular es la via final que lleva a la necrésis de todas la células
{neuronas, glia, células endoteliales) del drea de infarto, pero se discute porqué
aumenta el calcio y cdmo actia.

Para algunos autores, el calcio activa muchas enzimas autodigestivas
intracelulares entre las que se encuentran las fosfolipasas, que destruyen las
membranas de las mitocondrias paralizando la generacidn de energia y perforan la
membrana plasmatica impidiendo el mantenimiento del medio interno celular,
motivos ambos de muerte celular.

En el proceso de degradacion de las membranas, se liberan de las mismas
fosfolipidos y acidos grasos libres (uno de los mds estudiados es el Acido
araquidénico). Estos, de por si también aumentan los niveles de calcio, al movilizar
los depésitos intracelulares e inhibir la fosforilizacion oxidativa que genera energia
para {a bomba iénica expulsora de calcio, Sobre la importancia de los fosfolipidos
en el dafio celular isquémico no hay acuerdo general, pues algunos autores no los
han encontrado aumentados en isquemia experimental (RHENCRONA, 1982).

C.- A nivel de sindpsis. Las neuronas que sufren la isquemia liberan sus
neurotransmisores en la sindpsis de forma incontrolada. Neurotransmisores
excitadores como el aspartato y el glutamato, cuando son vertidos masivamente al
espacio sindptico, resultan neurotdxicos: el glutamato abre un canal para el calcio,
que asi entra en la célula. El calcio activa las proteasas neutras que descomponen la
membrana celular lipidica.

Segln el agonista farmacoldgico al que se unen, se han caracterizado dos
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tipos de receptores para el glutamato: el que es activado por el NMDA (N-metil-d-
aspartato), y el que se activa por el AMPA (icido «-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionico). El receptor NMDA abre un canal i6nico al calcio, y el AMPA
abre un canal al sodio. El sodio intracelular aumentado impide el funcionamiento del
transportador que intercambia el sodio extracelular por calcio intracelular. Por lo
tanto, la activacién de cualquiera de los dos receptores aumenta el calcio en la
neurona y la mata. Se ha intentado proteger a las neuronas de la isquemia global
cerebral con antagonistas de ambos receptores, pero solo los antagonistas del
receptor AMPA ha tenido este efecto.

En el hipocampo y las capas III, V y VI de la corteza cerebral estin las
neuronas que se lesionan con los periodos més cortos de isquemia y que se han
llamado ‘"neuronas selectivamente vulnerables”. El mecanismo de los
neurotransmisores excitadores es el que mejor explica porqué existen neuronas
selectivamente vulnerables a la isquemia (serian las que reciben aferencias del
neurotransmisor), y lo que ha llamado KIRINO la "muerte neuronal diferida”
(KIRINO, 1982). Este tipo de lesién neuronal se ha observado en modelos
experimentales y consiste en que tras un periodo de isquemia transitoria no se
produce al principio dafioc celular, pero pasado un tiempo, las unicas células
cerebrales que se lisan son las neuronas y no se produce edema. Ello sucede a pesar
de un flujo sanguineo y un estado energético normales, y parece afectar
selectivamente a las neuronas que reciben aferencias glutamatérgicas por las que
reciben una sobreestimulacién postisquémica excitatoria hasta que se necrosan.

Otra hipétesis para explicar la muerte neuronal diferida propone que si el
dafio no es tan extenso como para producir la muerte inmediata pero la célula tiene
que utilizar todas sus metabolitos energéticos en mantener las bombas electroliticas,
no existen reservas para la biosintesis de otras moléculas necesarias para el recambio
y mantenimiento de la estructura y funciones celulares, por lo que finalmente se
produce también la muerte celular, aunque diferida.

D.- A consecuencia de la reperfusion. Cuando se lisa el trombo arterial o
llega sangre al drea isquémica por circulacion colateral, decimos que se ha producido
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reperfusién, y contra lo que cabria esperar, la reperfusion puede empeorar el dafio
tisular. Esto se ha atribuido a los radicales libres que llegarian con la sangre.

Los radicales libres son dtomos o moléculas que se forman por la ruptura de
un enlace covalente, en cuya capa m4s externa tienen un electrén no apareado y por
lo tanto son sustancias de gran reactividad que pueden atacar a otros compuestos,
peroxidéndolos. En concreto pueden peroxidar los dcidos grasos poliinsaturados de
los fosfolipidos que hay en las membranas de las mitocondrias y del reticulo
endopldsmico. De esta manera se produce 4cido araquiddnico que tiene propiedades

proagregantes y vasoconstrictoras, por lo que puede aumentar la isquemia.

Estudios experimentales tamponando los radicales libres han evitado el
aumento de la lesién que produce la reperfusion.

El mecanismo de los radicales libres puede explicar también el dafio
preferente de las denominadas "neuronas selectivamente vulnerables". Su bajo
contenido en glutatién peroxidasa (tampon natural de radicales libres) o su alto
contenido en hierro facilitaria la lesiéon. El hierro actia como catalizador de la
peroxidacién de los lipidos de la membrana por los radicales libres.

Aunque se producen radicales libres en muchas reacciones celulares en el
citoplasma y la cadena respiratoria mitocondrial, normalmente no se producen dafios,
pues en la cadena respiratoria los pares de electrones acaban en el oxigeno para
formar agua y en los tejidos hay captadores naturales de radicales libres como las
catalasas, peroxidasas, superdxidodismutasa, la vitamina E, el glutation, y el dcido
ascorbico. Este tltimo estad disminuido en la isquemia cerebral, al ser consumido por
las reacciones que generan radicales libres (FLAMM, 1978). La reperfusion
aportaria una sobrecarga de radicales libres que no puede ser contrarrestada por el
tejido dafiado.

Otra consecuencia negativa de la reperfusién con permeabilidad endotelial
aumentada y con membranas celulares dafiadas, es el edema, responsable de la
mayoria de las muertes precoces en accidentes cerebrovasculares isquémicos.
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Con Ia reperfusién se recuperan inicialmente los valores de ATP y 4cido
lactico, para descender posteriormente a las 6-24 horas de la recirculacién a los
valores iniciales tras la isquemia, periodo en que comienza a manifestarse el dafio
histolégico (PULSINELLI, 1983a).

- E.~ Mecanismos recientemente implicados en la muerte neuronal por
isquemia.

En los tres 1ltimos afios se ha comenzado a estudiar el papel de los factores
de crecimiento, de las proteinas de estrés celular y del 6xido nitrico en la isquemia
cerebral.

Entre las células cerebrales, las neuronas son las primeras en morir, pues
debido a su especializacién no pueden multiplicarse y ha disminuido su capacidad

reparadora de la membrana.

Pero el cerebro tiene receptores para factores de crecimiento como la
insulina, el factor de crecimiento de los fibroblastos, el factor de crecimiento
NErvioso y otros, y estos factores aumentan durante la isquemia, probablemente por

su funcién reparadora.

Cuando aumentan los factores de crecimiento, se transcriben los
protooncogenes como el c-fos y c-jun, y las proteinas que éstos codifican (el
complejo AP-1) se unen al DNA celular. De esta manera influyen los factores de
crecimiento sobre la proliferacion y diferenciacion o reparacién celular (WHITE,
1993).

La induccién de proteinas de estrés celular como la "proteina del golpe de
calor" HSP-72 también puede tener un papel en el dafic o la proteccién celular
durante la isquemia, aspecto sobre el que existe controversia.

Esta proteina aparece en el cerebro durante la reperfusion en las neuronas y
en menor medida en las células gliales y endoteliales. La sintesis de esta proteina es
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proporcional a la duracion de la isquemia, y su expresién es maxima no en el foco
necrético sino a su alrededor, por lo que la mayoria de los autores piensan que se
manifiesta en c€lulas destinadas a sobrevivir y que por lo tanto tiene un papel
protector frente a la isquemia cerebral. Provocar isquemia subletal de corta duracién
en cultivos neuronales hace que posteriores eventos isquémicos se toleren mejor, y
auntiempo induce la proteina HSP-72 lo que podria deberse a una funcién protectora
de la misma (KIRINQ, 1991).

Otros autores por el contrario opinan que dicha proteina no tiene papel
protector sino que es un marcador de lesion celular. El que no aparezca en células
destinadas a morir por la isquemia indicaria una inhibicion de la sintesis de proteinas
en dichas células, pues en cambio el RNAm de la HSP-72 si puede detectarse en las
mismas (NOWAK, 1991).

Como veremos méds adelante en el apartado A.5.2, los cambios de
temperatura modifican la expresion de la HSP-72.

El oxido nitrico (NO) es producido por varios tejidos, y el sintetizado por las
neuronas se ha implicado Gltimamente en el dafio neuronal causado por la isquemia.
Aunque este compuesto solo es producido por el 1-2% de las neuronas, éstas tienen
proyecciones muy difusas, y es una molécula que difunde mucho al ser un gas. En
sentido opuesto, el NO producido por los vasos tiene efecto vasodilatador, por lo
que podria tener un potencial terapéutico.

Estamos pasando de medir el metabolismo cerebral solo en cerebros de
animales experimentales muertos a poderlo estudiar "in vivo" en las personas gracias
a una nueva herramienta: la espectroscopia por resonancia magnética. Esta nueva
tecnologia ha confirmado en general en sujetos con ictus los hallazgos de la isquemia
experimental en animales (WELCH, 1992). Por ejemplo, en pacientes con ictus
agudo, la acidésis cerebral se asocia a bajo flujo sanguineo cerebral y depleccion de
ATP, lo que sugiere isquemia persistente, y la alcaldsis se asocia con recuperacién
del ATP y flujo cerebral mas alto, lo que sugiere reperfusion.

Asi, en las primeras 24 horas se detecta una disminucién de los picos
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correspondientes al ATP y la fosfocreatina, y simultineamente una aciddsis.
Posteriormente se recuperan los fosfatos de alta energia pero contimia el dafio clinico
(por lo que se piensa que éste no depende solo de un fallo energético sino de otras
alteraciones del metabolismo). Durante la aciddsis también se encuentra un aumento
del magnesio y del lactato, y una reduccion de los picos correspondientes a los
fosfolipidos. Por ello tiene cada vez mads interés el estudio del metabolismo del
cerebro isquémico, con el fin de encontrar cambios que puedan reducir el drea de
infarto cerebral en las personas.

A.3.2 CIRCULACION CEREBRAL.

En condiciones normales, el flujo vascular cerebral (FVC), es de 55
ml/100 gr. de tejido/minuto; el consumo de oxigeno es de 3.5 ml /100 gr. de
tejido/minuto y el consumo de glucosa de 5 mgr/100 gr. de tejido/minuto. El FVC
y el consumo de oxigeno parecen estar aumentados en la primera década, y son
cuatro veces superiores en la sustancia gris con respecto a la sustancia blanca. El
cerebro consume aproximadamente un tercio del oxigeno y un décimo de la glucosa
que recibe (POWERS, 1992). Extrae energia de la glucosa fundamentalmente por
metabolismo oxidativo y de dicha energia consume un 30 % en la transmision
siniptica, otro 30 % en el transporte idnico y el restante 40 % en otros
requerimientos, muchos de ellos todavia desconocidos.

El FVC viene determinado por el cociente entre la presion de perfusién
cerebral y las resistencias cerebrovasculares (RCV). En condiciones normales, la
presién de perfusion cerebral es equivalente a la tension arterial. Cuando hay
hipertensidn intracraneal, hay que restarla de la tensi6n arterial para tener la presion
de perfusién cerebral. Por lo tanto, el principal determinante del FVC es la RCV,
que se determina por la siguiente férmula:

RCV=Lxn/6rxr
siendo L Ia longitud del vaso, r su didmetro y n la viscosidad. De estos factores el
didmetro vascular y la viscosidad sanguinea son los Gnicos modificables.
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Las arterias cerebrales de pequerio calibre y las arteriolas se contraen cuando
sube la presidn sistémica y se dilatan cuando ésta baja. Gracias a ello, el cerebro
mantiene constante su flujo sanguineo a pesar de los cambios en la tension arterial,
lo que se conoce como autoregulacion.

La autoregulacion cerebral es una respuesta fisiologica ripida que se
desarrolla en su totalidad en 15 a 30 segundos tras cada cambio de presidn sistémica,
y de esta manera protege al cerebro de las variaciones fisioldgicas y patolégicas que
se producen en la tension arterial. Se mantiene asi el flujo homogéneo necesario,
dado que la falta de oxigeno y nutrientes produce su fracaso funcional y
posteriormente su dafio estructural mucho antes que en los demds érganos.

En individuos no hipertensos, la presién arterial media puede variar entre 65
y 150 mm. de Hg. sin llegar a traspasar los limites de la autoregulacién. La presion
arterial media se calcula sumando a la presién diastélica un tercio de la diferencia
entre la presién sistdlica y la diastdlica. Los hipertensos tienen los limites de presion
entre los que se mantiene la autoregulacion desplazados hacia presiones mas altas,
por lo que toleran mejor los incrementos de presion, y peor los descensos.

Cuando la presién arterial media sistémica baja por debajo de los limites de
la autoregulaciéon (50-60 mm Hg. en seres humanos y 70-80 mm Hg. en ratas), el
cerebro queda a merced de la presién de perfusién sistémica, que si baja lo
-suficiente puede llegar a provocar isquemia cerebral. Si por el contrario la tensién
arterial sube por encima de los limites de la autoregulacién, la elevada presion
arterial que se transmite al cerebro puede producir encefalopatia hipertensiva y
‘aumento de la presién intracraneal.

Esta funcion de autoregulacion del flujo sanguineo cerebral se pierde en la
zona de isquemia, al ser dafiados los vasos, por lo que el flujo depende mas de lo
habitual de la presion sistémica. En concreto, cuando el flujo sanguineo cae por
debajo del 30 % del basal, se pierde por completo la autoregulacion (PULSINELLI,
1992}.

La tensién de anhidrido carbénico (pCO,) y el pH periarteriolar son el
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principal factor metabdlico que regula el flujo sanguineo cerebral. Asi, la
hipercapnia produce vasodilatacién y la hipocapnia vasoconstriccion. Esta reactividad
de los vasos disminuye poco en la isquemia leve 0 moderada, pero desaparece por
completo cuando es severa. Respecto al oxigeno, su disminucién provoca un
inmediato aumento compensatorio del flujo cerebral, pero al no reaccionar tampoco
a la hipoxia los vasos isquémicos, una disminucién de la pO, puede acentuar la
isquemia cerebral. El-pH del tejido cerebral no se influye por lIa alcalésis o acidosis
sanguineas, pues la barrera hematoencefalica es impermeable al bicarbonato y los
iones hidrégeno. Si depende en cambio de la concentracién de bicarbonato del tejido
cerebral (lo que estd en funcién de su metabolismo) y del anhidrido carbdnico que

llega por la sangre.

El flujo sanguineo cerebral aumenta con el metabolismo tisular: aumenta al
doble durante las convulsiones epilépticas, en las que el metabolismo tambien se
duplica, y aumenta en un 30 % en las regiones que estan desarrollando una actividad
fisiol6gica (el area motora con los movimientos...). El coma barbitirico disminuye
por el contrario la actividad y el metabolismo neuronal y consiguientemente el flujo.

El sistema nervioso simpdtico contrae las arterias cerebrales de mayor
resistencia y tamaifio, pero no las de menor resistencia (arteriolas precapilares) a
cuyo nivel se.‘produce la autoregulacién. Por ello, cuando el sistema nervioso
simpatico aumenta las resistencias, una vasodilatacién de las arteriolas precapilares,
-mids distales y de menor tamaiio, mantiene el flujo constante. Sin embargo, el limite
superior ¢ inferior de la autoregulacion, se desplazan hacia arriba.

-.El ‘sistema renina-angiotensina, en la pared de los vasos, contribuye a la
autoregulacién cerebral. Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
desplazan los limites de la autoregulacion hacia abajo. Probablemente se debe a que
disminuyen el tono vascular en los vasos cerebrales de mayor resistencia mediado

por la angiotensina II.

La resistencia al paso de un fluido también depende de su viscosidad, y se
ha intentado disminuir la viscosidad de la sangre para mejorar la circulacion cerebral
(MOCHIZUKI, 1991). A nivel de la aorta y hasta las arterias medianas, la
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viscosidad depende principalmente del hematocrito. A nivel de las arteriolas y
pequenas arterias, los eritrocitos se alinean en el eje central y es ¢l deslizamiento del
plasma lo mas importante. Dentro del plasma, las grandes moléculas como el
fibrinégeno y las giobulinas aumentan su viscosidad, pero no la albiimina que
ademds disminuye la agregacién de eritrocitos producida por el fibrindgeno. En los
capilares, de didmetro menor que los eritrocitos, lo mds importante es la
deformabilidad de los mismos.

Para aumentar el flujo, se ha intentado actuar a varios niveles: disminuir el
hematocrito por venopuncién o disminuir la viscosidad del plasma con expansores
coloidales (hipervolemia dilucional) que ademis disminuyen la agregacion de
eritrocitos y mejoran su deformabilidad. Sin embargo los estudios clinicos no han
podido demostrar claramente la utilidad de estas medidas.

El flujo y el metabolismo cerebral pueden reducirse a distancia del lugar
donde primitivamente se produce la isquemia, lo que se ha llamado diasquisis. El
metabolismo se reduce en la misma medida que el flujo, lo que indica que la causa
no es una reduccion del aporte sino de la demanda, por menor metabolismo de las
Zonas que son menos activadas por las fibras aferentes de las areas isquémicas
(POWERS, 1992).

A.3.2.1 FASES DE LA ISQUEMIA CEREBRAL.

Como se ha dicho, el cerebro humano en reposo recibe 55 ml/100 grs de
tejido/min. y el de la rata el doble, Segin se va reduciendo el flujo se producen
gradualmente distintos acontecimientos en el cerebro: cuando desciende a 30-35 ml
aumenta el hidrégeno extracelular; cuando se reduce por debajo dé 20 ml se produce
silencio eléctrico y cuando baja de 10-15 ml, el dafio cerebral es irreversible.

Todos estos hechos se producen al mismo tiempo en un solo infarto cerebral,
pues la isquemia no tiene el mismo grado de intensidad en toda el 4rea irrigada por
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una arteria, y segun el grado, tiene diferentes consecuencias. La zona central en la
que la isquemia es mds intensa, tiene un flujo inferior a 10 ml./100 grs. de
tejido/minuto. En ella aumenta el potasio extracelular, pues se dafla de forma
irreversible la membrana plasmatica y se produce la necrosis del tejido (incluso si
la isquemia se mantiene durante periodos tan cortos como 12 minutos).

"Este umbral de 10 ml/100 grs de tejido /minuto, parece ser constante para
las diferentes especies, y se ha calculado experimentalmente tanto en babuinos con
oclusion de la arteria cerebral media (BRANSTON, 1977, ASTRUP, 1977), como
en ratas (ASTRUP, 1979). Cuando el flujo desciende a 16 ml/100 grs de tejido
/minuto se produce un fallo funcional con aplanamiento del electroencefalograma y
de los potenciales evocados corticales y cesa la actividad de las neuronas aisladas
(HEISS, 1976). Este umbral para el fallo electrofisiolégico ha sido calculado tanto
en animales de experimentacion (SYMON, 1977), como en endarterectomias en
seres humanos en las que se ha clampado la arteria y se ha medido el flujo y
simultineamente el EEG, averiguando que un flujo por debajo de 19 ml/100
grs/min, aplana el EEG (TROJABORG, 1973).

Si el flujo no desciende por debajo de los 10 ml/100 grs/min,la funcién puede
recuperarse al aumentar el aporte sanguineo y no se producen alteraciones
histolégicas. A esta zona en que la recuperacion es todavia posible pues no existen
lesiones irreversibles, es donde se dirigen los intentos terapéuticos y se ha
denominado zona de "penumbra isquémica” (ASTRUP, 1981). En la periferia de la
isquemia el flujo es mayor de 20 ml./100 grs. tejido/min. e incluso suele haber
hiperemia, y no se producen alteraciones funcionales ni histoldgicas. Valores
- similares de flujo sanguineo cerebral se han medido por tomografia por emision de

positrones en seres humanos.

Respecto al consumo de oxigeno, el valor limite por debajo del cual se
produce infarto cerebral es de 1,3 ml/100 grs. de tejido/minuto (POWERS, 1985).

Como vimos, solo cuando la presion de perfusién baja por debajo del limite
inferior de la autorregulacién (50 mm de Hg.), desciende el flujo sanguineo cerebral.
El fallo del metabolismo energético no se produce hasta que la presion de perfusion
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se reduce por debajo de 40 mm. de Hg. (lo que produce una reduccion del flujo
sanguineo cerebral por debajo del 50% de lo normal). Entre ambas cifras de presién
de perfusion puede disminuir el flujo sanguineo cerebral sin afectarse el metabolismo

energético.

En la zona de "penumbra isquémica”, se intercalan periodos de silencio
electrofisiologico con ‘periodos de conductancia idénica anormal manifestados como
despolarizacién-repolarizacion (despolarizacién andxica recurrente)
(NERDEGAARD, 1986). Esta despolarizacién se produce por apertura de los
canales i0nicos que son dependientes de energia, con salida de potasio y entrada de
sodio y calcio, y liberacion de neurotransmisores excitatorios incluyendo el aspartato

y glutamato.

-Se puede producir dafio neuronal selectivo, o infarto con necrésis de todos
los elementos celulares dependiendo no solo del flujo (grado de isquemia), sino de
la duractdon y topografia. Asi, la duracién de la isquemia focal necesaria para
producir un infarto isquémico irreversible es de cuatro a ocho horas en el mono
(CROWELL, 1981). En seres humanos es mds dificil de saber con seguridad aunque
es probablemente similar por lo que los tratamientos con tromboliticos en clinica

humana se realizan solo en las seis primeras horas.

En seres humanos, la isquemia cerebral global produce pérdida de conciencia
a los 6-7 segundos, momento en que aparecen en el EEG ondas lentas, y si se
mantiene la isquemia el EEG se aplana. Interrupciones de la circulacién de hasta 100

sgs. se han seguido de recuperacién completa.

A.3.2.2 MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL
EXPERIMENTAL. i

La gran mayoria de los modelos experimentales se ha descrito en roedores,
por su bajo precio, motivos éticos, mejor conocimiento de la patofisiologia del
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modelo, y por su similitud anatomica, metabélica y de flujo con el hombre
(PULSINELLI, 1992). Por ello cuando hablamos de modelos de isquemia nos
referiremos en general a roedores, especialmente a ratas, aunque la mayoria son

también aplicables a animales de mayor tamaiio.

Los modelos experimentales de isquemia cerebral, segin la topografia se han
-clasificado en globales y regionales o focales, y segin la cronologia en reversibles
¢ irreversibles. La utilizacion de unos u otros depende de la hipdtesis que se quiera
poner a prueba y de qué situacion clinica humana queramos remedar: la parada
cardiaca (modelos de isquemia global) o el accidente cerebrovascular (modelos de
isquemia focal).

Como se ha mencionado, para que se produzca un fallo cerebral
electrofisiologico (con aplanamiento electroencefalografico e interrupcion de la
funcién aunque no necrdsis) es necesario reducir el flujo por debajo de un nivel
critico que en varias especies, incluida la humana, es de 15-18 ml./100 grs. de tejido
cerebral/minuto aproximadamente, y para que se produzca infarto cerebral, el flujo
debe reducirse por debajo de 10 ml/100 grs tejido/min.

A.3.2.3 ISQUEMIA CEREBRAL GLOBAL EXPERIMENTAL

El equivalente en seres humanos es la parada cardiaca, que debe durar menos
-de 5-10 minutos para que no se siga de un dafio neurolégico irreversible.

En los modelos animales de isquemia global se interrumpe el flujo cerebral
temporalmente: de 5-15 minutos aunque en algunos casos s¢ mantiene la isquemia
30-60 minutos antes de restablecer la circulacién cerebral.

La isquemia puede ser completa (la que mds se asemeja a la parada cardiaca
humana), lo que se ha conseguido parando el corazén del animal transitoriamente,
con posterior reanimacién. Otros métodos de isquemia cerebral global completa han
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sido la oclusion de la aorta ascendente, el torniquete cervical al que se afade
hipotension u oclusién de las arterias vertebrales y el aumento de la presién
intracraneal por infusion de liquido cefalorraquideo artificial a una presién superior
a la tension arterial (PULSINELLI, 1992). Como inconvenientes de los modelos de
isquemia global completa estdn su alta mortalidad y dificultad en la reanimacion, el
precisar ventilacion artificial al estar incluidos los centros respiratorios del tronco
cerebral en el 4rea de isquemia y el afadirse isquemia a otros drganos cuyo mal
funcionamiento (corazén, pulmones) durante la recirculacién puede empeorar la
isquemia cerebral.

En la isquemia cerebral incompleta o bihemisférica, la perfusion del tronco
cerebral y cerebelo solo estd leve o moderadamente disminuida. Ello permite
mantener una respiracién espontinea. Se consigue por torniquete cervical {que no
ocluye las arterias vertebrales ni espinales protegidas, por el estuche 6seo vertebral),
por hipotensién aislada o por hipotension afiadiendo oclusién de las carétidas solas
o de las cardtidas y vertebrales (oclusion de cuatro vasos que no es completa al
permitir circulacién colateral procedente de las arterias espinales), siendo éstos
dltimos modelos combinados los utilizados con mas frecuencia cuando se pretende

una isquemia bihemisférica transitoria.

- Cuando la isquemia global es incompleta (como la que observamos en clinica
humana por una hipotensién prolongada), el dafio histelogico se localiza en
"territorios frontera" entre los grandes vasos intracrancales (arterias cerebral
anterior, media y posterior), donde la presién de perfusion es mas baja. En andlisis
bioquimico, también la depleccién energética y el acimulo de 4cido lictico se
* produce ‘preferentemente en algunas zonas.

Cuando la isquemia global es completa se produce, tanto en animales como
en seres humanos, el dafio irreversible de neuronas muy vulnerables que se ha
llamado "necrdsis neuronal isquémica selectiva". Asi las neuronas estriatales
intermedias, las neuronas piramidales de la zona CA, del hipocampo, las neuronas
de las células de Purkinje, y las neuronas piramidales de las capas neocorticales III,
V y VI, son especialmente vulnerables a la isquemia (PULSINELLI, 1992) y se van
dafiando por ese orden en isquemias progresivamente mas prolongadas

José Marfa Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 28



Influencia de las modificaciones de la glucemia y de la hipotermia..... Introduccion

(PULSINELLI, 1982b). Tras la reperfusién, las neuronas sufren una
microvacuolizacién a los 15 minutos que ha desaparecido a la hora, pero en una

segunda fase sufren un dafio progresivo en las siguientes 6 horas, y se desintegran
a las 48-72 horas.

Al reperfundir también se produce una hipoperfusion progresiva, que puede
ser revertida por antagonistas del calcio, aunque éstos tienen poco efecto en la
recuperacion neurolégica. La reperfusion restaura rapidamente los depdsitos de alta
energia, por lo que ni el fallo energético ni la hipoperfusion son los responsables del
dafio progresivo que se produce durante la misma.

- Los modelos de isquemia focal como puede ser el producido por oclusién de
la arteria cerebral media, se asemejan al accidente cerebrovascular de los seres
humanos y en ellos se mantiene la oclusion de 3-6 horas (5-15 minutos en la
isquemia global), produciéndose por esta mayor durecion un infarto con necrésis no
solo de las neuronas sino de la glia y células endoteliales (necrdsis neuronal selectiva
en la isquemia global}). En isquemia focal el infarto se manifiesta desde las seis
horas, mientras que en isquemia global deben pasar uno a siete dias de recirculacion
para que aparezca la necrésis neuronal selectiva. Cuando a un modelo de isquemia
global se le afiade hiperglucemia o hipertermia, €l dafio neuronal selectivo pasa a
.convertirse en infarto, y aumentan las estructuras dafiadas, como el cértex cingular
y la pars reticulata de la sustancia negra.

Un hecho inesperado que se ha hallado en la reperfusién es la "hipoperfusion
retardada”: al revertir la isquemia, se produce inicialmente un aumento de flujo
sanguineo cerebral por encima del normal ("hiperemia reactiva"), y a los 5-10
minutos se produce una caida al 50% del flujo de los controles ("hipoperfusion
retardada™) (PULSINELLI, 1982c).

Cuando la isquemia global dura mis de 10 minutos, existerr algunas dreas que
no se reperfunden al restaurar la circulacién lo que se ha llamado fen6meno de "no
reflujo”. Esta situacién es reversible cuando la isquemia es breve, pero no lo es
cuando dura mds de 30 minutos (AMES, 1968; KAGSTROM, 1983a). Cuando la
isquemia es incompleta por €l contrario, no se presenta el fenémeno de "no reflujo”,
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aunque si la hiperemia reactiva y la hipoperfusion retardada (KAGSTROM, 1983b).

A.3.2.4 ISQUEMIA CEREBRAL REGIONAL EXPERIMENTAL.

‘La vascularizacion del cerebro de la rata y del ser humano es bastante
similar, lo que hace que la rata sea un modelo idéneo para estudiar la isquemia
cerebral focal. Otro motivo importante es su bajo coste, razones por las que la rata

es el animal mas utilizado.

El poligono de Willis consiste en una conexion de la circulacion carotidea
con la vertebrobasilar por arterias comunicantes en la base del cerebro que es el
elemento més caracteristico de la anatomia vascular cerebral. Dicho poligono tiene
los mismos elementos en la rata (Figura 1A, 1B) que en el ser humano, y da origen
a los mismos vasos. Entre ellos estd la arteria cerebral media que ocluimos en
nuestro experimento y cuya obstruccion en €l ser humano ocasiona la mayoria de los
infartos cerebrales graves.

Los modelos en animales que ocluyen un vaso intracraneal (isquemia cerebral
focal o regional) son el equivalente experimental del accidente cerebrovascular
(ACV) de los seres humanos. En dichos modelos, la reduccion del flujo cerebral es
menor que en los experimentos de isquemia global y es variable espacialmente segin
los modelos, pero dura horas y frecuentemente es permanente, por lo que produce

pannecrosis.

En el centro de la zona vascularizada por la arteria ocluida, es donde la
_.reduccién de flujo es maxima (aunque no suele ser de cero), y alrededor hay una
zona con hiperemia durante las primeras horas tras la oclusién. La dinimica
temporal y espacial en la isquemia cerebral focal varia tanto entre los diferentes
pacientes como entre los diferentes modelos animales. Las oclusiones producidas en
el hombre por embolismo o trombésis local, a veces se organizan y se hacen
permanentes, pero mds habitualmente se lisan por mecanismos fibrinoliticos
fisiologicos y abren el vaso en 6-12 horas.
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Figura 1. Poligono de Willis de la rata (Fig. 1A de la superficie basal o inferior del
cerebro, v 1B, ampliacién del poligono de Willis. I, arteria cerebral media; II,
arteria cerebral anterior; III, arteria comunicante posterior; IV, arteria basilar.
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Se produce entonces una reperfusion cuyo patron es mas variable que el de
la isquemia global (ransitoria. La hiperemia reactiva inicial seguida por la
hipoperfusion retardada pueden o no producirse. Durante las cuatro primeras horas
se produce un aumento de resistencia vascular y disminucién de flujo que se
correlaciona con la formacién progresiva de edema. De esta manera, el edema puede
comprimir capilares y aumentar el area de isquemia(HUDETZ, 1985).

En animales experimentales, cuando la oclusién vascular focal dura una hora,
siempre se produce infarto, si la oclusidn se mantiene mds tiempo, el tamaifio del
infarato va aumentando de forma concéntrica hasta ocupar todo el territorio del vaso
ocluido. El mayor infarto se consigue a las 3-4 horas de oclusion en la rata (JONES,
1981), y a las 4-8 en primates anestesiados, aunque en animales despiertos este
tiempo podria ser menor (KAPLAN, 1991). En el ser humano no se conocen estos
datos, pero se supone que se pueden exirapolar los del primate (PULSINELLI,
1992).

Por ser técnicamente mds sencillo que 1a oclusion intracraneal de la arteria
cerebral media, se intentaron producir infartos cerebrales experimentales en la rata
ocluyendo la carétida en el cuello, lo que se ha desechado, porque al igual que en
el hombre, en la rata produce resultados impredictibles. En el ser humano, puede
‘producirse un infarto masivo o cursar de forma totalmente asintoradtica, dependiendo
de la circulacion colateral. En el ser humano esta circulacion colateral se produce
a nivel de poligono de Willis y anastomdésis leptomeningeas y en la rata ademds, por
uniones colaterales dorsales entre las ramas terminales de las arterias cerebrales
anterior, media y posterior que no desaparecen en la vida neonatal como lo hacen
en ¢l hombre (COYLE, 1982b). Por ello, la oclusidon carotidea en la rata solo
produce infartos consistentes si se le afiade hipotensién o hipoxia, nuevas variables
que pueden interferir en el experimento produciendo alteraciones metabolicas
generalizadas o deteriorando ia funcién cardiopulmonar. Asi en un experimento, la
ligadura bilateral de ambas carétidas en la rata redujo €l flujo sanguineo cerebral al
50%, pero no produjo un fallo energético apreciable, para lo que hubo que reducir
la presién arterial a 100 mm. Hg. Por otra parte, la oclusion de la arteria basilar de
la rata en un punto, no produce infarto cerebral debido a la circulacién colateral
(WOIJAK, 1991).
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Para conseguir infartos cerebrales con la oclusion aislada de Ia arteria
carGtida, se han utilizado otros animales de experimentacién como es un raton del
desierto [lamado gerbo (Mongolian gerbil), cuya circulacion colateral es deficitaria.
La oclusion de ]a arteria cardtida en este animal produce infartos cerebrales en un
40% de los casos aproximadamente, al ser la vascularizacién cerebral variable
(depende de que exista 0 no conexién entre ambas arterias cerebrales anteriores)
(BERRY, 1975), €l tamaiio del infarto no es homogéneo, y se acompaiia de una
importante mortalidad (KAHN, 1972), por lo que no es un modelo enieramente
satisfactorio. Como los resultados clinicos, histopatoldgicos v metabdlicos son
variables, han de subdividirse los animales en los que tienen sintomas o un "perfil
isquémico completo” y los que no lo tienen, y aun en el primer grupo una isquemia
de nueve horas no deplecciona de glucégeno ni disminuye el dcido pinivico (aunque
si cae la glucosa v aumenta el 4cido lictico), por lo que la isquemia ha de ser
incompleta (MRSJULA,1975). Por la variabilidad entre los individuos de un mismo
grupo, se necesitan al menos 20 animales por grupo experimental (CLIFTON,
1989).

Aungue entrafian una dificultad técnica mucho mayor que Ia oclusion de la
arteria carétida en el cuello, los mejores modelos de isquemia cerebral consisten en
la oclusion de una rama intracraneal de la cardtida, en concreto la arteria cerebral
media en las ratas, lo gue evita la circulcioén colateral compensatoria e impredictible
en el poligono de Willis. La oclusion de la arteria cerebral media en primates es un
modelo adecuado pero que se ha utilizado poco por razones econdmicas y éticas.
Otro inconveniente es la variabilidad en el tamafio del infarto que se produce en
monos (CROWELL, 1981).

Por ello uno de los modelos de isquemia focal mas utilizados y aceptados
actualmente es la oclusion microquirirgica de la arteria cerebral media de la rata por
craneotomia subtemporal bajo el cigoma, siguiendo la técnica de TAMURA
(TAMURA, 1981a). Cuando la oclusion se hace en dos puntos: 2 mm. proximal a
la cintilla Gptica (para incluir a las arterias lenticuloestriadas) y tras la interseccion
de la arteria cerebral media con la vena cerebral inferior, y se corta el vaso para
evitar 1a recanalizacion, se produce infarto en el 100 % de los casos, y éste es
homogéneo en cuanto a extension y localizacion, incluyendo la zona infartada no
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solo cortex cerebral sino también ganglios basales al quedar ocluidas tambien las
ramas lenticuloestriadas de la arteria cerebral media (BEDERSON, 1986a). El flujo
queda reducido al 15 % de los controles (TAMURA, 1981b). EI principal
inconveniente de éste modelo, es su dificultad, al precisar de craneotomia y por el
pequeiiisimo tamario de un vaso como la arteria cerebral media (0,3 mm. de grosor
aproximadamente) y su mala accesibilidad al ser necesario ocluirla muy
proximalmente, practicamente en la base craneal, pues si se ocluye mas distalmente,
por encima de la fisura rinal (lo que facilita la técnica), no se produce infario
cerebral de forma consistente (COYLE, 1982a), y el infarto se limita a la corteza,
no incluyendo el caudoputamen.

La oclusion de la arteria cerebral media segin técnica de TAMURA es el
modelo experimental de isquemia focal mds utilizado hoy en dia porque tiene una
gran consistencia, con minimas variaciones entre laboratorio y laboratorio
(GINSBERG, 1989), se conoce bien la localizacion del dafio histoldgico y los
cambios hemodindmicos que produce (TYSON, 1984). La oclusién no es reversible.
Por todo ello es el modelo que hemos utilizado en nuestros experimentos.

En otros modelos de oclusién mds distal de la arteria cerebral media, como
es ¢l de las ratas espontineamente hipertensas, es necesario afadir la oclusidn
simultdnea de la carbtida comun homolateral, y en las ratas Long-Evans
normotensas, ocluir permenentemente la cardtida comin homolateral vy
transitoriamente la contralateral (GINSBERG, 1989).

Para que exista reperfusion se utiliza otro modelo focal de isquemia que es
reversible,”y que consiste en introducir un hilo dental en la carétida hasta llegar al
origen de la arteria cerebral media que queda ocluida, y al retirar el hilo dental se
produce la reperfusion. En este modelo se produce necrdsis neuronal selectiva en el
caudoputamen a los 15 minutos, infarto en el caudoputamen y necrdsis neuronal
selectiva en la corteza a los 30 minutos, e infarto en ambas localizaciones a los 60
minutos (MEMEZAWA, 1992).

En la rata, con la reperfusién de modelos focales tras 120 minutos de
oclusidn, el drea de infarto queda de igual tamafio que si no se hubiera reperfundido.
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Ello ha mostrado que la "ventana terapéutica” durante la que una reperfusion puede
salvar tejido cerebral, no dura més de dos horas, a diferencia de otras especies como
los gatos en las que la reperfusion en dos horas ha evitado el infarto cerebral y la
reperfusion en tres - seis horas lo ha evitado en los monos (SUNDT, 1966; SUNDT,
1972). Estas diferencias tal vez reflejen diferentes circulaciones colaterales.

- En los modelos focales, el infarto comienza por el caudoputamen que parece
ser menos resistente a la isquemia gque la corteza. Respecto a los vasos dentro del
area isquémica, se produce dafio de las células endoteliales y musculares lisas a las
seis horas de la isquemia focal irreversible en la rata, pero cuando hay reperfusién
bastan con dos horas, y al romperse asi la barrera hematoencefalica, aumenta el
edema cerebral (NISHIGAYA, 1991).

Como tanto en los globales incomplietos como en los focales, existe
circulaciéon colateral (a diferencia de la isquemia global completa), resulta dificil
precisar si las variables que introducimos para reducir el la extensién del infarto,
actian sobre el tejido cerebral o sobre la circulacion colateral que le llega.

L.a evolucién histoldgica de la isquemia cerebral focal en la rata con el paso
del tiempo esta bien estudiada (GARCIA, 1993): a las seis horas del infarto todavia
no se ha producido necrosis coagulativa, pero las células tienen una forma
festoneada (producida por retraccién del contorno celular que esti rodeado de
vacuolas), asi como retraccidn celular y edema, y a las 12 horas se produce
eosinofilia y cariorrexis neuronales.

‘Estos cambios se inician en el drea predptica a los 30 minutos de isquemia,
siguen por los ganglios basales (caudoputamen) y después se extienden a la corteza.
También los astrocitos son afectados por la isquemia, incluso de manera mas precoz
que algunas neuronas. Asi, cuando solo hay minimas alteraciones neuronales, ya hay
desintegracién de los astrocitos del 4rea predptica y tumefaccién nuclear y
citopldsmica de los del caudoputamen, aumentando la reactividad a la proteina
astrocitica glial fibrilar de las cuatro a seis horas en el limite entre el tejido sano y
el isquémico. A las 24 horas la mayoria de las ratas tienen todo el territorio de la
arteria cerebral media lesionado, con retraccién neuronal y tumefaccién astrocitica,
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pero en algunas la lesion cortical estd restringida a las capas II a V. También a las
24 horas muchas neuronas y astrocitos aparecen eosinofilicos ("neuronas rojas"), con
nicleo picnético (lo que indica muerte celular), y a las 48 horas la mayoria han
perdido la afinidad por la hematoxilina, que ya no tifie los dcidos nucleicos ("células
fantasmas"). A los 3 dias se encuentra una panecrdsis con toda el territorio de la
arteria cerebral media homogéneamente palido y con infiltracién por
polimorfonucleares. A pesar de la evolucidon morfolégica referida, el area de
necrésis a las 6 horas no aumenta de una manera significativa hasta las 72 horas
(GARCIA, 1993). Las vacuolas del neuropilo corresponden a procesos astrociticos
tumefactos y a terminales neuronales presindpticos vacuolados.

A.3.3 CIRCULACION Y METABOLISMO DURANTE LA
ISQUEMIA CEREBRAL.

La recuperacion o las secuelas tras un periodo de isquemia cerebral pueden
evaluarse de varias maneras: clinicamente (pero no es facil evaluar los déficits
neurolégicos en animales y por lo tanto no es un método sensible), midiendo los
 metabolitos tisulares como el ATP, fosfocreatina y acido lactico (pero puede existir
metabolismo normal con funcién alterada), por métodos que miden las funciones
fisiolégicas como el EEG o los potenciales evocados (pero estos parametros pueden
recuperarse aun existiendo importantes lesiones) o histopatolégicamente (lo que
tampoco informa sobre la funcién sino sobre la integridad anatémica necesaria para
que se conserve la funcién). Como ninguno de estos métodos es totalmente
satisfactorio, es necesario combinarlos.

Se creia que las neuronas no podrian sobrevivir tras periodos de isquemia de
mas de 5 minutos debido a la falta de oxigeno. Sin embargo se ha visto que en
determinadas condiciones las neuronas pueden tolerar periodos de 15-30 minutos de
isquemia y que el dafio neuronal se debe no sélo al periodo de anoxia sino a un
periodo secundario de metabolismo energético alterado que puede continuar incluso
tras una adecuada reoxigenacidn.
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La falta de oxigeno y glucosa provoca el fallo energético, que en isquemia
cerebral global y focal es cualitativamente similar: desaparicién del ATP y
fosfocreatina y aumento de acido lactico y AMP. Cuando la presién de perfusion cae
por debajo de 25 mm. Hg. los cambios metabdlicos son también cuantitativamente
iguales (SIESJO, 1978). En los modelos focales, el ATP cae lentamente a un 30%
del basal en tres horas y el lactato, tras un brusco aumento inicial, se incrementa
lentamente hasta ocho veces el valor normal (MICHENFELDER, 1971). Ello
contrasta con los modelos de isquemia global en los que el ATP cae en cuatro
minutos a un 50% del normal y a pesar de ello, se pueden prevenir lesiones
definitivas si se restaura el flujo durante este tiempo.

El grado de disminucion de flujo y de fallo energético son importantes, pero
no son los tnicos factores que determinan la lesion histolégica, pues aunque ambos
estin mas disminuidos en los modelos de isquemia globales, la lesién celular es
menor que en los modelos focales. En los modelos de isquemia global completa el
flujo es casi cero, pero pueden ser reversibles si duran menos de cinco minutos, por
lo que el tiempo es otra variable importante. En cambio, en un modelo de isquemia
focal por oclusién de la arteria cerebral media en el mono ardilla que produce de
forma consistente un infarto cerebral, el flujo en el centro de la zona isquémica sigue
siendo del 20-50% del normal. La reperfusion, con sus cambios metabdlicos
acompafantes también puede condicionar un aumento del drea lesionada por la

isquemia.

Puesto que no solo la falta de ATP, sino el metabolismo posterior a la
isquemia parece influir en la lesién, se han planteado las preguntas: jes el cerebro
-mas vulnerable en condiciones de hipermetabolismo?; ;es menos vulnerable en
condiciones de hipometabolismo?.

Como modelo de hipermetabolismo se han estudiado las convulsiones
producidas en la rata por la bicuculina. En esta situacion, el metabolismo cerebral
se multiplica por tres, y la disminucién de presién arterial suficiente para producir
silencio eléctrico cerebral no lo produce en animales que no convulsionan, por lo
que este modelo de hipermetabolismo parece disminuir la tolerancia a la isquemia
(ASTRUP, 1981). Es conocido que los barbitiricos disminuyen el metabolismo
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cerebral. Sin embargo, la administracién de pentobarbital en el modelo de isquemia
focal del babuino no ha tenido efecto sobre el flujo sanguineo umbral bajo el cual
se produce fallo eléctrico ni bajo el que se produce fallo de membrana
(BRANSTON, 1979).

Otras situaciones de hipometabolismo que pudieran rebajar estos flujos
umbrales podrian tener gran interés para proteger el cerebro isquémico, lo cual tiene
una particular importancia, dado que el cerebro es un 6rgano que se lesiona tan
rapidamente cuando le falta el flujo sanguineo, que raramente podria restablecerse
éste antes de que el cerebro se hubiera lesionado. Ademas se sabe que el deterioro

no dependiente del flujo continia horas o dias.

Por cllo se estudian en este trabajo otras situaciones de hipometabolismo
(hipoglucemia, hipotermia) e hipermetabolismo (hiperglucemia) y se relacionan con
el volumen de infarto cerebral para contrastar Ia hipdtesis de que dichas situaciones
actiian como protectoras o deteriorantes del cerebro isquémico respectivamente,

A.4 GLUCEMIA E ISQUEMIA CEREBRAL.

A.4.1 METABOLISMO CEREBRAL NORMAL DE LA GLUCOSA.

El cerebro tiene una actividad menos visible que los érganos que producen
trabajo mecédnico o tienen actividad secretora, Aunque solo constituye un 2 % del
peso corporal, utiliza un 20% del gasto cardiaco debido a sus altos requerimientos
de energia, y consume 500-600 ml. de oxigeno (un 20 % del utilizado por el
organismo) y 75-100 mg. de glucosa cada minuto, lo que equivale al 20 % de la
energia que se produce en reposo (GALE, 1980). El1 75% de la glucosa consumida
en el cerebro es utilizada por las neuronas (SIESJ6, 1978). Los depésitos de
glucégeno son minimos y las células son muy sensibles a la falta de oxigeno o
glucosa por lo que ha recibido mucha atencién el metabolismo energético cerebral
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de estos dos compuestos, especialmente dado que el dafio cerebral irreversible se
produce desde los 5 min. de interrupcién de flujo sanguineo cerebral (y de sustratos
energéticos) y que las células del sistema nervioso tienen escasa capacidad
regeneradora.

El metabolismo oxidativo de la glucosa en las mitocondrias produce energia
de la siguiente manera:

Glucosa + 6 O,-— 6 CO, + 6 H,0 + 686 Kcal/mol.

El 67 % de esta energia se utiliza en la sintesis de 36-38 moles de ATP por
mol de glucosa, y el resto se desprende en forma de calor. La glucosa es oxidada
en su mayoria a C0, y agua, y una pequefia parte sigue la via anaerobia a lactato
(16%) y piruvato (2%).

Por el contrario, en ausencia de oxigeno (como sucede en la isquemia), el
rendimiento de energia es mucho menor (47 Kcal/mol por mol de glucosa que se
utilizan en sintetizar 2 moles de ATP), y se produce 4cido lactico segiin la siguiente

reaccion:
Glucosa --— 2 Acido lactico + 2 ATP + 2 H,O + 47 Kcal/mol.

La energia de la reaccién oxidativa de la glucosa se acumula como fosfatos
de alta energia (ATP o GPT), que serdn utilizados por la célula siempre que lo
requiera: en biosintesis o transporte activo. En el transporte activo solo se utiliza el
ATP, pero-en el transporte axopldsmico o en biosintesis, se utilizan tambien otros
fosfatos de nucledsido (UTP, CTP, GTP) que luego son recargados por el ATP
(SIESJO, 1978). Los depdsitos de ATP son muy escasos ¥ si no se repusieran se
agotarian en 12 segundos de metabolismo normal, segin se ha calculado en el
cerebro de rata. El ATP se almacena en forma de fosfocreatina, pero tampoco estos
dep6sitos duran mis de 20 segundos por lo que es fundamental el metabolismo

oxidativo continuado.
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El paso de la glucosa a través de la barrera hematoencefilica no se produce
por difusion ni por transporte activo dependiente de energia, sino por transporte
facilitado que no consume energia. El transporte facilitado se caracteriza por la
existencia de una molécula transportadora de alta afinidad con una Km 0,25 mM/L
aproximadamente (COX, 1983), y por realizarse en ambos sentidos de la barrera,
a favor del gradiente de concentracién. Este tipo de transporte llega a saturarse
- aumentando las concentraciones del sustrato y lo pueden antagonizar otras sustancias
que se unan al transportador. El paso del espacio extracelular cerebral al interior de
las células se produce rdpidamente, por lo que a efectos practicos, la barrera
hematoencefélica es el principal obsticulo entre la sangre y el tejido cerebral. Un
consumo tisular de glucosa aumentado (como sucede en el "status epiléptico")
-aumentara el gradiente entre la concentracion de la sangre y el tejido cerebral, y por
lo tanto el transporte de glucosa a través de la barrera hematoencefilica. Un
consumo disminuido de glucosa (la anestesia barbitirica disminuye el consumo
tisular de glucosa en un 50 %), reducird dicho gradiente y por lo tanto, el
transporte.

La concentracion de glucosa en el LCR es el 65 % de la glucemia plasmatica
en el hombre, pero en la rata es solo de un 33 % . En ambos, la glucosa en LCR
varia lincalmente en un rango muy amplio con las modificaciones de la
‘concentracion de glucosa en sangre. Probablemente el mayor gradiente sangre-LLCR
es el responsable de que el transporte de glucosa a través de la barrera
hematoencefilica sea mds ripido en la rata que en el hombre (aunque no se puede
descartar una diferente velocidad maxima por un mayor nimero de transportadores).
Ese mayor gradiente en la rata puede ser el resultado de un mayor consumo
cerebral, pues mientras que el cerebro humano consume (0’27 pmoles/gr./min. de
glucosa, el consumo de la rata es al menos el doble, observindose en los animales
de experimentacion que el consumo cerebral de glucosa es inversamente
proporcional al tamafio del animal. Al ser la concentracion normal de glucosa en la
mayoria de los animales ligeramente inferior a la Km, la entrada de glucosa en el
cerebro depende sobre todo de su concentracién en la sangre.

En condiciones normales la glucosa es practicamente el dnico sustrato que
utiliza el cerebro, pero cuando aumentan las concentraciones de cuerpos cetonicos
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(B-hidroxibutirato, acetoacetato) como en el ayuno (OWEN, 1967) o la cetoacidosis,
éstos pueden llegar a suponer hasta el 60 % del sustrato, especialmente en el cerebro
inmaduro, lo que se ha comprobado tanto en animales de experimentacién como en
el hombre. Los cuerpos ceténicos utilizan el mismo transportador de 4cidos
monocarboxilicos que el lactato, y este transportador aumenta su capacidad con el
ayuno.

Aunque se sabe que en el mudsculo la insulina aumenta el transporte al
interior del tejido, en el caso de la barrera hematoencefalica no existe consenso
sobre su accién. En las ratas hechas diabéticas cuya hiperglucemia se normaliza con
insulina, los niveles de glucosa cerebrales permanecen altos, por lo que el cerebro

diabético podria tener una alteracidu en el manejo de la glucosa (HOFER, 1991).

A.4.2 METABOLISMO DE LA GLUCOSA DURANTE LA
HIPOGLUCEMIA.

1.a insulina produce hipoglucemia preferentemente aumentando la captacién
de glucosa por el miisculo y tejido adiposo y de forma secundaria disminuyendo la
glucogenolisis y gluconeogénesis hepatica.

Tras provocar una hipoglucemia en la rata, los niveles cerebrales de glucosa
tardan algo mas que los de la sangre en disminuir y la glucosa en el LCR tarda 45
minutos en igualar la de la sangre (FEISE, 1976).

‘La hipoglucemia tiene efectos generales sobre el organismo a traves de los
sistemas simpatico y adrenal, cuya descarga produce taquicardia e hipertensién. En
la rata, si la hipoglucemia es acentuada y duradera, dicha descarga puede producir
edema o hemorragia pulmonar y muerte (AUER, 1984).

Pero los efectos mis importantes de la hipoglucemia se producen en el
cerebro, pues la glucosa es el {inico combustible que pueden utilizar las neuronas en
condiciones normales. Como se ha referido, el consumo de glucosa por el cerebro
humano es de 0’27 pmol./gr./min. y la entrada en las células depende del gradiente
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de concentraciones entre la sangre y el interior celular. Cuando se produce una
hipoglucemia, inicialmente se reduce este gradiente, y por lo tanto el transporte.
Mas tarde, en el interior de 1a célula se sigue metabolizando glucosa v disminuye su
concentracién, por lo que el gradiente y transporte se restablecen. Cuando la
hipoglucemia es moderada, aumenta la velocidad de transporte a través de la barrera
hematoencefilica (Mc CALL, 1986) de manera que se mantiene el consumo cerebral
.de-glucosa» Ello. probablemente se.consigue al abrirse lechos capilares que antes no
eran funcionantes y aumentar asi el nimero de transportadores posibles para la
glucosa (CREMER, 1983), pues también el flujo cerebral estdi aumentado en
condiciones de hipoglucemia (NEIL, 1987), probablemente por ello hay pacientes
que toleran bien la hipoglucemia crénica. Pero cuando la glucosa cae a cifras muy
bajas, este mecanismo compensatorio ya no es suficiente, y disminuye el consumo
intracelular de glucosa (NORBERG, 1974). Sin embargo, el consumo de oxigeno
practicamente no disminuye (al utilizarse, como veremos, otros sustratos) y tampoco
lo hace el flujo sanguineo cerebral (EISENBERG, 1962; CILLUFQ, 1982). Por el
contrario, en la hiperglucemia cronica se ha encontrado disminuido ¢l transporte de

glucosa al cerebro.

Monitorizando el EEG durante 1a hipoglucemia, solo hay una disminucidén en
el consumo de glucosa (de hasta un 40 %), cuando el EEG se hace isoeléctrico, y
-el animal entra en coma, lo que sucede con una glucosa de 1 ymol/ml. en plasma
(18 mgr./dl), y por debajo de estas cifras, también disminuye la concentracion de
ATP y fosfocreatina tisular. El coma por hipoglucemia es el Gnico caso en el que
la pérdida de conciencia no se asocia en un principio a disminucion de consumo de
oxigeno, aunque si se mantiene una hipoglucemia extrema, acaba disminuyendo. El
flujo cerebral ‘al principio estd aumentado, pero luego también disminuye, al igual
que la autoregulacién y la reactividad de los vasos cerebrales al CO, (NILSSON,
1981).

De cualquier manera, los principales depésitos energéticos durante la
hipoglucemia son los de glucosa y glucégeno. En la rata, con una glucemia
plasmitica de 7 umol/m! (126 mgr/dl), la concentracién tisular de glucosa es de 3
pgr/gr y la de glucégeno de 2 pgr/gr. Con un consumo de glucosa de 0’8 pgr/ml
ésto supone reservas para menos de 10 minutos si no se sigue aportando glucosa. En
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el ser humano, el consumo de glucosa es menos rapido y los depésitos de glucégeno
parecen ser mayores, por lo que el metabolismo oxidativo se mantiene més tiempo
(SIESIO, 1978). Otros compuestos del ciclo de Krebs se utilizan en menor medida
como sustratos energéticos durante la hipoglucemia. El lactato y piruvato parecen
estar disminuidos.

Cuando se reduce la glucemia por debajo de 2 umol/ml (36 mgrs/dl), la
diferencia arteriovenosa de glucosa (que refleja la ghicosa consumida por el cerebro)
es menor que la diferencia arteriovenosa de oxigeno, lo que indica que se consumen
otros sustratos energéticos. Asi aumenta la captacidn cerebral de 3-hidroxibutirato
(GHAJAR, 1982), de lactato (GARDINER, 1980; HERNANDEZ, 1980) y cuando
‘no es suficiente por ser la hipoglucemia muy pronunciada, el cerebro comienza a
consumir intermediarios del ciclo del 4cido citrico, aminoacidos, e incluso
fosfolipidos estructurales (esfingomielina, lecitina...), o que no sucede en
normoglucemia. El contenido de fosfolipidos tisulares disminuye por este motivo en
un 8 %,liberandose acidos grasos libres que se multiplican por seis (AGARDH,
1981a). Uno de estos dcidos grasos libres es el dcido araquidénico, cuya toxicidad
en situaciones de isquemia cerebral grave citamos previamente.

En cuanto a los aminodcidos: la alanina, glutamina y GABA son
-transformados en- glutamato .que se degrada a aspartato y a-cetoglutarato, del cual
se extrae energia oxidativa en el ciclo del 4cido citrico. Pero ello se hace a expensas
de un aumento en la concentracion de amoniaco (GHAJAR, 1982) y un cambio en
las concentraciones de aminodcidos neurotransmisores: disminucién del glutamato
(GIBSON, 1976) y aumento del aspartato, dopamina, noradrenalina y serotonina
(GARCIA YEBENES, 1984), mientras que la acetilcolina no se modifica (GORELL,
1981). Este cambio en la concentracion de transmisores podria ser responsable de
la sintomatologia de la hipoglucemia y de las ondas lentas en el EEG, por un
trastorno de la transmision sindptica, cuando la hipoglucemia no ha llegado a cifras
tan bajas como 1 umol/gr. y por tanto todavia no se ha producido depleccién
energética. El aumento en la concentracién de neurotransmisores excitatorios
(aspartato), también se ha postulado como responsable del dafio neuronal especifico
de la hipoglucemia, que se produciria por un mecanismo excitatorio (excitotoxicidad)
mis que por depleccidén energética.
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A pesar de todo, éstos cambios metabdlicos compensatorios no son suficientes
para cubrir las demandas metabdlicas de energia del cerebro, pues en estas
condiciones se produce una oxidacion deil NADH y aumento del NAD (BRYAN,
1986).

ILa accion de la hipoglucemia sobre el flujo cerebral es discutida: para
algunos aumenta €] flujo cerebral en la rata en casi todas las regiones cerebrales
excepto en el 16bulo posterior de la hipéfisis que no estd protegido por la barrera
hematoencefilica y a donde podrian llegar sustancias de la circuiacion sistémica que
lo impidieran (BRYAN, 1987). Otros en cambio no han encontrado alteraciones del
flujo cerebral en la ternera (GARDINER, 1980), en el perro recién nacido
(HERNANDEZ, 1980) y tampoco en la rata (GHAJAR, 1982) cuando la
hipoglucemia produce estupor, pero lo han encontrado reducido cuando es mas
profunda y llega a producir coma y dafio irreversible (indicado por la incapacidad
para regenerar fosfatos de alta energia). En seres humanos este aumento de flujo ha
sido encontrado por algunos autores (DELLA PORTA, 1964). Por el contrario, se
ha observado que la hiperglucemia aguda o cronica reduce el flujo sanguineo
cerebral (DUCKROW, 1987a).

Al igual que la isquemia, aunque de forma menos pronunciada, la
hipoglucemia severa produce un aumento del potasio extracelular y una disminucion
del calcio extracelular (HARRIS, 1984). A diferencia de la hipoxia, en la
hipoghicemia no se produce acidésis ldctica dado que el dcido ldctico se genera por
metabolismo anaerobio de glucosa, sustrato disminuido en la hipoglucemia. Ademas
la hipoxia, actuando durante un tiempo equivalente, produce un mayor deterioro del
estado energético.

A.4.3. HIPERGLUCEMIA E INFARTO CEREBRAL.

Comenzaré revisando los datos en seres humanos en los que se¢ han hecho
estudios epidemioldgicos y prondsticos de la hiperglucemia en el accidente
cerebrovascular. Continuaré con los datos de los modelos experimentales.
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Es conocido que la hiperglucemia y la diabetes meilitus son un factor de
riesgo para la enfermedad cerebrovascular (FULLER, 1983). Asi en el estudio de
Framingham los ictus trombéticos eran 2,5 y 3,6 veces mds frecuentes en varones
y mujeres diabéticos respectivamente, que en los que no lo eran (KANNELL,
1979). En el estudio de Copenhage, los ictus que se producian en diabéticos tenian
mayor mortalidad, eran mis jovenes y tardaban mas en recuperarse (JORGENSEN,
1994). Esta mayor mortalidad se produce sobre todo en la primera semana,
probablemente por mayor severidad del infarto o del edema cerebral
(OPPENHEIMER, 1985). También se ha encontrado que un mal control de la
diabetes mellitus, estimado por las cifras de hemogiobina glicosilada se asocia con
mayor frecuencia a ictus, especialmente en mujeres (KUUSISTO, 1994).

Desde hace bastante tiempo es conocido que la diabetes lesiona los vasos y
de ésta manera los drganos que éstos irrigan, entre ellos el cerebro. Ademas de
favorecer la aterosclerdsis, la diabetes se asocia a mualtiples cambios vasculares que
pueden favorecer la enfermedad cerebrovascular: disminuyendo la autoregulacion,
aumentando la viscosidad del plasma, por efecto hiperosmolar de la glucosa
(PULSINELLI, 1982¢), o disminuyendo la deformabilidad de los leucocitos y

aumentando su adherencia al endotelio.

Mis recientemente se ha estudiado el efecto que tienen la diabetes y la
hiperglucemia no sobre el vaso, sino sobre el tejido cerebral isquémico. En general .
se empieza a considerar como un factor deteriorante del infarto cerebral,
empeorando el prondstico (GIROUD, 1987) tanto por aumento de su extensién como
de su mortalidad (PEINADO, 1984; GRAY, 1989; KIERS, 1992). Los pacientes con
‘una glucemia superior a 120 mg/dl tienen més del doble de probabilidades de morir
pronto tras el ictus o quedar con una incapacidad importante (PULSINELLI, 1983c).
Esto tiene relevancia clinica, al existir diferentes grados de hiperglucemia en ¢l 30%
de los ictus (MELAMED, 1976). Sin embargo siguen existiendo autores que no
consideran dafiina la hiperglucemia en el infarto cerebral (CAMBON, 1991;
MATCHAR, 1992; DEROUESNE, 1993).

Respecto al tipo de infarto y topografia, mientras que algunos encuentran mas
infartos lacunares en los diabéticos que en Jos que no lo son, otros no encuentran
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relacion entre el tipo y localizacién del infarto y la glucemia (KIERS, 1992), y
algunos han hallado mas hiperglucemia en ictus hemorrigicos (DE COURTEEN-
MYERS, 1992) e infartos de tronco, asi como en los casos mas severos
(MELAMED, 1976). Un estudio de enfermos con obstruccién de la arteria cerebral
media, no encontrd influencia de la hiperglucemia en el tamaifio del infarto cuando
no existia circulacion colateral, pero cuando existia, la hiperglucemia resultaba
‘perjudicial en los diabéticos pero podia ser beneficiosa en ios que no lo eran (TONI,
1994).

Es en animales de experimentacion donde, ademas de estudios pronosticos
como en el hombre, se han hecho casi todos los estudios de anilisis bioquimico v

metabolismo.

Al igual que en el hombre, son tambien muchos los estudios experimentales
que sostienen que la hiperglucemia empeora el tamafio del infarto y la supervivencia,
tanto en oclusiones definitivas como transitorias en gatos (DE COURTEN-MYERS,
1985, 1988 y 1989; MYERS, 1987) y en ratas.

Sobre el papel deteriorante de la hiperglucemia, existe consenso aceptado por
la mayoria de los autores en los modelos de isquemia global (GINSBERG, 1980;
WELSH, 1980; PULSINELLI, 1982a; KALIMO, 1981).

Sin embargo, en modelos de isquemia focal como ¢l que utilizamos, no existe
acuerdo, lo que justifica que incluyamos un grupo de hiperglucemia en nuestro
trabajo. Asi, algunos autores encuentran que al igual que en isquemia global, la

“ hiperglucemia en isquemia focal es perjudicial (NEDERGAARD, 1987¢; PRADO,
1987). En €l gerbo, la isquemia en hiperglucemia (pero no con otras soluciones
hiperosmolares), hace que progrese el déficit neurolégico, por lo que podria ser otra
causa de infarto cerebral progresivo (VAZQUEZ CRUZ, 1990a), y en el infarto
cerebral progresivo en seres humanos, la hiperglucemia en la fase aguda es también
un factor determinante de la progresidon (DAVALOS, 1990).

Aunque minoritaria, la opinién de que la hiperglucemia es protectora en el
infarto cerebral focal experimental es sostenida por varios autores y en diferentes
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animales de experimentacién como el gato (ZASSLOW, 1989), la rata (GINSBERG,
1987; JERNIGAN, 1984), el gerbo (CLIFTON, 1989), o el conejo (KRAFT, 1990).
En animales recién nacidos los resultados son variables, y mientras que la
hiperglucemia previa a la isquemia empeora el dafio en el cerdo, si se instaura
después de la isquemia no la modifica (Le BLANC, 1994), lo que podria deberse
a una menor produccion de dcido lactico. NERDEGAARD (NERDEGAARD,
1987a) propone que-la hiperglucemia tiene un papel protector en la periferia del
infarto pero aumenta el tamaiio de la zona central.

Midiendo en el cerebro de ratas diabéticas sometidas a isquemia el fosfato de
alta energia fosfocreatina mediante espectroscopia por resonancia magnética, se han
encontrado dichos depésitos disminuidos en los animales diabéticos mal controlados
(hiperglucémicos). En los diabéticos y no diabéticos normoglucémicos, los niveles
de fosfocreatina se recuperaban con la reperfusion, lo que también apoya el papel
beneficioso de un buen control de la diabetes cuando se produce isquemia cerebral
(SUTHERLAND, 1992).

Otros estudios experimentales sobre isquernia € hiperglucemia se han centrado
en el flujo y el metabolismo. La hiperglucemia en situacion de isquemia, por el
consumo del exceso de glucosa en condiciones anaerobias, solo produce dos
. moléculas de ATP,.acumuldndose 4cido ldctico y iones H*. Si después de la
isquemia prolongada se restaura la circulacién de la sangre, puede seguir
aportindose glucosa al tejido, producirse mds acido lactico y el dafio puede ser
mayor que con isquemia completa. Por ello, la hiperglucemia podria empeorar el
dafio en dreas cerebrales con circulacion colateral como la corteza, pero no influiria
en zonas arteriales terminales como los ganglios basales (PRADO, 1987). En clinica
humana, éste podria ser el caso de los infartos lacunares.

En estudios de tomografia por emisién de positrones en enfermos con infartos
cerebrales recientes reperfundidos, al igual que en tejido cronicamente isquémico,
se ha encontrado un desacoplamiento entre el consumo regional de oxigeno (que esta
disminuido) respecto al de glucosa, reflejando una glucolisis anaerobia (BARON,
1984). Ademds del tejido cerebral, los neutréfilos y macréfagos que llegan a la zona
de infarto pueden aumentar la glucolisis (POWERS, 1992).
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Respecto al flujo, en el modelo de oclusién de la arteria cerebral media en
la rata, a medida que disminuye el flujo sanguineo, disminuye la utilizacién de
glucosa. Cuando el flujo es inferior a un 38 % del normal, vuelve a aumentar la
utilizacién de glucosa, ésta vez por metabolismo anaer6bico, con la correspondiente
disminucion del pH (SAKO, 1985).

-Para.evitar la hiperglucemia durante la isquemia cerebral, se han buscado otras
fuentes caloricas diferentes a los carbohidratos que en el higado se transforman en
glucosa. En este sentido, el 1,3- butanediol (que en el higado se transforma en §-
hidroxibutirato), la ftriacetina y la tributirina, sustituyendo a carbohidratos
convencionales en la dieta de la rata producen un menor dafio en su cerebro
isquémico que la dieta convencional (ROBERTSON, 1992).

Ias hipétesis para explicar cudles son los mecanismos por los que la
hiperglucemia puede empeorar el infarto cerebral se han centrado en el dcido lictico.

Este y otros los exponemos en los siguientes apartados.

A.4.4 HIPERGLUCEMIA Y ACIDOSIS LACTICA.

El 4cido lactico se produce en condiciones fisioldgicas en el organismo (por
ejemplo en el misculo por un gjercicio intenso), sin consecuencias, pues puede ser
aclarado y transformado en glucosa por el higado, capacidad de la que carece el
.cerebro. El dcido lactico producido fuera del cerebro es captado luego por éste
utilizando el transporte facilitado con un transportador de 4cidos monocarboxilicos.
De hecho no se sabe si la mayoria del acido lictico que se encuentra en el cerebro
en condiciones normales tiene su origen en el cerebro, o en el resto del organismo,
y es captado por el cerebro. Habitualmente la concentracién de acido lactico en el
cerebro es baja, pero en condiciones de isquemia cerebral aumenta y es el propio
cerebro el que produce la mayoria del dcido lictico que alli se encuentra.
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Como vimos en el apartado A.4.1, en condiciones anaerobias, el metabolismo
de la glucosa da origen a 2 moléculas de ATP, a 4cido lictico y a H*. El 4cido
lactico se produce en el interior de las células y es habitualmente tamponado por el
bicarbonato. El astrocito es la célula con mayores depdsitos de glucdgeno y la mayor
productora de icido lactico.

Para el hecho paraddjico de que la reperfusién pueda producir mayor dafio
tisular que la isquemia cerebral permanente se ha propuesto la explicacion siguiente:
el aporte de glucosa por la reperfusion, en una situacién de hipoxia-isquemia como
puede ser el infarto cerebral haria que el metabolismo de la glucosa fuera anaerobio
y se produjera acido ldctico que seria el responsable del mayor dafio tisular. De
hecho, cuando el dcido lictico tisular no supera lo 15-16 pmoles/100 grs., se
observa una recuperacién del metabolismo energético cerebral, de la actividad
electrocorticografica y de los potenciales evocados que no se observan cuando la
concentracion supera los 25 pmoles/100grs. (REHNCRONA, 1981), situacion en la
que también hay mayores alteraciones histologicas. Cuando se evita la acumulacion
de 4cido lactico, se produce mayor dafio en la isquemia cerebral completa que en la
que se sigue de reperfusion, lo que también sugiere que la acumulacién de icido
lactico es responsable del mayor dafio tisular que se encuentra en la reperfusion
(DIETRICH, 1987).

Dentro del cerebro isquémico, y debido a la glucolisis anaerobia, las zonas
con mayor metabolismo de glucosa son las que tienen mds dcido lactico
(LOCKWOOD, 1986) lo que se ha encontrado tanto en animales adultos como en
recién nacidos (LAPTOOK, 1990). En isquemia seguida de reperfusidn, las zonas
que recuperan el consumo de glucosa a niveles casi normales mientras el flujo
sanguineo permanece disminuido, son las que sufren mayor dafio celular
{(GINSBERG, 1985).

La glucolisis anaerobia permite que el tejido isquémico cerebral en
hiperglucemia tenga mejor conservado el estado energético (ATP, fosfocreatina...)
que en normoglucemia, pero paraddjicamente, el dafio histolégico es mayor, lo que
se ha atribuido a una mayor concentracion de &4cido lictico en esta situacion
{(FOLBERGROVA, 1992). Por este motivo, el pH empieza a disminuir por debajo
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de un flujo sanguineo de 63 mi/100 grs tejido/minuto en hiperglucemia, mientras que
en normoglucemia disminuye a partir de los 49 ml. (NAKAI, 1988), y ademas la
acidosis intra y extracelular es mds acentuada en hiperglucemia (SMITH, 1986).
También el flujo sanguineo y la utilizacién de la glucosa y oxigeno estin reducidas
en hiperglucemia (SIEMKOWICZ, 1982) respecto a la normoglucemia.

Otro argumento a favor de que la hiperglucemia deteriora el cerebro
isquémico a través del dcido lactico se ha encontrado al mantener elevados los
niveles de glucosa pero impedir su metabolismo por el andlogo 2-deoxiglucosa que
inhibe competitivamente la glucolisis anaerobia, (y por lo tanto la produccion de
acido lactico), disminuyendo la mortalidad y convulsiones en un modelo de isquemia
global en la rata (COMBS, 1986).

El contenido en glucosa previo a la isquemia determina la severidad del
aumento de d4cido lactico: cuando la glucemia preisquémica es de 2°4
(hipoglucemia), 7’8 (normoglucemia), y 28 pmol/ml (hiperglucemia), el dcido
lactico en el tejido isquémico aumenta a 4’8, 12°1 y 20°7 umol/gr (LIJUNGGREN,
1974).

Un aumento por encima de 20-25 mmol/kg hace imposible la supervivencia
neuronal (REHNCRONA, 1980), dado que el pH extracelular baja a 6,2 y el
intracelular a 6 (SIESJO, 1990). La isquemnia en estas condiciones pasa desde una
muerte de neuronas selectivamente vulnerables, a una necrésis de todos los
elementos celulares, incluyendo glia y vasos (PLUM, 1982), es decir al infarto
cerebral. Puede que exista un umbral, pues valores inferiores a 15 mmol/Kg de
acido lactico no parecen empeorar el dafio por isquemia,

El incremento de &cido lictico en parte puede ser prevenido por la
hipoglucemia, lo que también se ha comprobade "in vivo", por medio de
espectroscopia por resonancia magnética (LEVINE, 1988; ROSENBERG, 1991). La
normoglucemia o hipoglucemia se asocian a una produccién de ATP tisular mayor
y mas rapida (GARDINER, 1982) y a menor produccion de dcido lactico y aciddsis
tisular (CHOPP, 1988b) e incluso a una alcalésis transitoria (MABE, 1983; CHOPP,
1988b). La hiperglucemia por el contrario impide, cuando se produce la reperfusion,
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la recuperacion del estado energético y la actividad electrocortical cerebral
(REHNCRONA, 1981), y disminuye la propia reperfusion (VENABLES, 1985).

El 4cido lactico detectado en pacientes con ACV mediante espectroscopia por
resonancia magnética, persiste muchas semanas después del episodio agudo. No se
sabe si ello se debe a permanencia del 4cido lactico que se produjo en la fase aguda,
a persistir el metabolismo anaerobio de la glucosa, o a las células inflamatorias que
retiran el tejido necrético (GRAHAM, 1992).

El 4cido lactico puede empeorar el infarto cerebral por varios mecanismos.
Uno de ellos es el de los radicales libres mediados por el i6n ferroso, que cataliza
la peroxidacién de los lipidos (SIESIO, 1989). El i6n hidrogeno tiende ademis a
acumularse en el interior de las células astrogliales, lo que puede contribuir a su
necrosis (KRAIG, 1985). La acidosis tisular produce pérdida de la autoregulacion
vascular y vasodilatacién (SUNDT, 1972), lo que puede aumentar ¢l edema cerebral
tanto en clinica humana (BERGER, 1986) como en experimentacién animal
(PULSINELLI, 1982a).

Otros mecanismos posiblemente nocivos de la aciddsis ldctica son la
destruccidn de la prostaciclina en medio 4cido con efecto resultante vasoconstrictor
y proagregante plaquetar que empeora la circulacion a nivel de 1a microvasculatura
y la disminucion de la utilizacién de glucosa por la via aerobia y de la produccién
de ATP (WELSH, 1983). Este hipometabolismo para la glucosa en el drea de
infarto, mas marcado cuando existe hiperglucemia, se ha comprobado en la clinica
midiendo el metabolismo de la *fluoro-deoxiglucosa por tomografia por emisién de
positrones (KUSCHNER, 1990). También se ha encontrado disminucion del flujo
cerebral y del pH, pero no del consumo de oxigeno (KITAMURA, 1988).

Se ha propuesto que la acidésis lactica por encima de un cierto nivel
produciria destruccién vascular, pues en hipoglucemia y normoglucemia el tejido
infartado es invadido por capilares, mientras que €sto no se ve en hiperglucemia
(NERDEGAARD, 1978b).
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Aunque sonr minoria, hay autores que cuestionan que el papel dafiino de la
hiperglucemia se deba a la aciddsis, pues la aciddsis causada por la hipercarbia no
tiene un efecto perjudicial. Por ejemplo alimentando con diferentes sustratos a ratas
con infarto cerebral experimental, se vid que el tamafio del infarto no estaba
relacionado con los niveles de acido lactico (ROBERTSON, 1992). Ademads, una
acidosis extracelular moderada ha sido protectora para las neuronas enfrentadas con
. toxicos como el acido kainico, el glutamato o la deprivacioén de glucosa y oxigeno
en cultivos celulares (GIFFARD, 1990). El glutamato estd aumentado durante la
isquemia, y la aciddsis moderada cerraria los canales de calcio NMDA dependientes
que son activados por el glutamato extracelular, y asi impediria la entrada de calcio
en la célula y la muerte celular. Pero la aciddsis lactica también puede ser téxica
para las neuronas al aumentar excesivamente la concentracion extracelular de
glutamato por inhibicién de su recaptacion por los astrocitos.

A.4.5 OTROS EFECTOS DE LA HIPERGLUCEMIA.

Ademas de los mediados por el acido lactico, otros efectos de la
hiperglucemia se ejercen sobre el flujo cerebral y la barrera hematoencefilica.
Respecto al flujo, la hiperglucemia reduce el flujo cerebral postisquémico en el gato
(GINSBERG, 1980), asi como e¢n el ratén, pero ello no es la causa de la
disminucion del ATP, pues el flujo disminuye en ambos hemisferios mientras que
el ATP solo lo hace en el hemisferio isquémico (WELSH, 1983; CHEW, 1991). En
ausencia de isquemia, la hiperglucemia aguda o crénica también reduce el flujo
cerebral sin que se reduzca:el metabolismo (DUCKROW, 1987 a y b).

Otro mecanismo deteriorante de la hiperglucemia podria ser el mayor dafo
por la isquemia de la barrera hematoencefdlica, Io que se ha comprobado
experimentalmente por una mayor extravasacion de peroxidasa de rabano
(DIETRICH, 1993). De esta manera podrian pasar mds ficilmente sustancias
neurotoxicas al tejido cerebral y aumentar el edema. Por el contrario, otros autores
no encuentran que el efecto pernicioso de la hiperglucemia en condiciones de
isquemia se deba a dafio de la barrera hematoencefilica (SIEMKOWICZ, 1981c¢).

José Marla Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 52



Influencia de las modificaciones de la glucemia y de la hipotermia..... Introduccion

La hiperglucemia aguda por infusion de glucosa produce mas crisis
convulsivas y mortalidad en un modelo de isquemia global que la hiperglucemia
cronica de las ratas diabéticas por la estreptozocina, por lo que probablemente hay
un mecanismo adaptativo a la hiperglucemia crénica (WARNER, 1992). Pero ambas
situaciones de hiperglucemia se asocian a un mayor dafio por la isquemia que si se
normaliza la glucemia por la insulina.

En isquemia transitoria experimental, la hiperglucemia produce hipertermia
a las 10 horas de la recirculacién. Sin embargo, esta hipertermia po parece ser la
causa del mal prondstico que conlleva la hiperglucemia, sine su consecuencia por
dafio de los centros cerebrales termoreguladores o liberacién de factores que
termogénicos por dafio tisular, pues al evitar la hipertermia con medidas fisicas o
farmacoldgicas, no se evita el aumento de mortalidad que produce la hiperglucemia
(UCHINO, 1994).

La hiper y normoglucemia elevan el calcio libre intracelular durante la
isquemia focal, y al revertir la isquemia y recircular la sangre, el calcio intracelular
desciende a niveles normales en los animales normoglucémicos, pero se mantiene
elevado en los hiperglucémicos (ARAKI, 1992). La homeostésis de otros iones en
el cerebro sin embargo no parece afectarse mucho por la hiperglucemia
(SIEMKOWICZ, 1981b).

Una explicacidén alternativa al dafio aumentado por hiperglucemia en el
animal experimental podria ser que se trata de animales en ayunas a los que se les
provoca la isquemia y la hiperglucemia, y por lo tanto a una deficiencia de insulina
.0 a unarinfraregulacién.de sus receptores (LUNDGREN, 1990).

-Cultivos puros de astrocitos en condiciones de hipoxia, sufren menor lesién
en hiperglucemia que en normoglucemia (KELLEHER, 1993). Ello podria deberse
a que los astrocitos tienen un metabolismo diferente al de las meuronas, y por lo
tanto distinta susceptibilidad.
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A.4.6 HIPERGLUCEMIA DE ESTRES EN INFARTO CEREBRAL.

MELAMED encontr6 que existia hiperglucemia en un 28% de los ACV en
pacientes no diabéticos conocidos y que su mortalidad era tres veces mayor que la
de los normoglucémicos (MELAMED, 1976).

No existe acuerdo sobre la causa de ésta hiperglucemia: si se trata de una
diabetes mellitus previa no conocida (OPPENHEIMER, 1985), o se trata de una
reaccion de estrés al infarto cerebral (WOO, 1988; WOO, 1990; CANDELISE,
1985, MURROS, 1992; CAZZATO, 1991). Para detectar las diabetes no
diagnosticadas previamente se ha medido la hemoglobina glicosilada en el momento
del ictus (Hb Alc > 7.8 %). Los porcentajes de enfermos diabéticos no conocidos
han variado del 6 % (OPPENHEIMER, 1985) al 11,4% (KIERS, 1992) y hasta el
42% (RIDDLE, 1982).

En los enfermos no diabéticos, este aumento de la glucemia se ha
interpretado como debido a una respuesta de estrés (MELAMED, 1976) en base a
que la glucemia volvia a sus niveles normales en un promedio de tres dias y medio
tras el ACV. Otros datos en favor de la hiperglucemia como una respuesta al estrés
que supone un ACV, son que el grado de hiperglucemia estd en relacién con la
gravedad del infarto cerebral, y que la hiperglucemia se correlaciona con los niveles
de la "hormona del estrés™ (cortisol) (O’NEILL, 1991; TRACEY, 1993; MURROS,
1993), que ademdis puede interferir con el metabolismo periférico de la glucosa
(MYERS, 1981).

Otra posibilidad es que solo los individuos con una diabetes latente tengan
una respuesta hiperglucémica al ACV y por ende un peor prondstico. Ello ha sido
sugerido porque otra hormona de estrés como es la norepinefrina no se correlaciona
con el nivel de glucemia (VAN KOOTEN, 1993) y porque hiperglucemias ligeras
se han asociado a una HbAlc aumentada, lo que indica que la hiperglucemia debe
haber existido varios meses antes de producirse el ACV (OPPENHEIMER, 1985).
En un estudio, la hiperglucemia transitoria no tenia peor prondstico que la
normoglucemia, y en cambio la diabetes conocida o desconocida antes del ictus

José Marfa Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 54



Influencia de las modificaciones de la glucemia y de la hipotermia..... Introduccién

(diagnosticada la desconocida por niveles elevados de HbA1), si empeoraba el
pronostico (TOPIC, 1989). Otros autores por el contrario, no encuentran que una
HbA1 elevada se asocie a una mayor mortalidad, por lo que se incluyen entre los
que consideran la hiperglucemia una respuesta de estrés (MURROS, 1992), pues
ademds en muchos casos la hiperglucemia se ha normalizado al cabo de un mes
(POWER, 1988).

Estudios clinicos han mostrado que mas que la historia de diabetes, es la
hiperglucemia en el momento de la instauracién de la isquemia cerebral lo que
empeora ¢l prondstico, cualquiera que sea su origen: tanto la hiperglucemia en
diabéticos como en no diabéticos. Asi,los no diabéticos con hiperglucemia también
tendrian peor prondstico que los diabéticos sin hiperglucemia (HELGASON, 1987).
En otros trabajos, tanto la hiperglucemia de estrés como la diabetes conocida o
latente aumentan la mortalidad y la severidad del ictus (KIERS, 1992). Como
vemos, no existe acuerdo, pues otros investigadores sostienen que la glucosa del
ingreso no predice el prondstico ni la supervivencia (ADAMS, 1987; WOO, 1988).

El nivel de glucemia elevado en pacientes con parada cardiorespiratoria se
ha considerado por unos como signo de mal prondstico y por otros como resultado
de la resucitacion cardiopulmonar mdis intensa en los pacientes mas graves
(LONGSTRETH, 1986).

A.4.7 HIPOGLUCEMIA EN INFARTO CEREBRAL.

El-tratamiento con -insulina tanto antes como después de la isquemia, ha
reducido la necrésis neuronal en la rata en el cortex, tdlamo y sustancia nigra, y ello
independientemente del efecto hipoglucémico, al encontrar algunos autores (VOLL,
1991) proteccién en ratas hechas normoglucémicas con insulina (glucosa + insulina),

pero no en ratas normoglucémicas sin insulina.

Ello ha llevado a pensar que la insulina, ademéas de modificar la glucemia
plasmitica tiene otras acciones directamente sobre el cerebro, disminuyendo las
descargas neuronales, antiagregando las plaquetas, y tiene funciones complejas de

José Maria Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 55



Influencia de las modificaciones de [a glucemia y de [a hipotermia..... Introduccion

regulador celular como las tienen también otros factores de crecimiento. Asi,
estimula la transcripcion de los genes tempranos inmediatos c-fos/c-jun, aumenta la
produccion de RNA mensajero por el nticleo, induce sistemas enzimaticos para la
lipogénesis, activa el complejo mitocondrial piruvato deshidrogenasa, modifica el
sistema de sefial transcitoplasmico fosfatidilinositol y estimula la respuesta de estrés
al calor (TING, 1986). Las acciones de la insulina estin mediadas por un receptor
de membrana tirosin-quinasa. Por ello el efecto protector de la insulina podria no
depender exclusivamente de su papel como hipoglucemiante, sino de su actividad
como factor de crecimiento: al activar la transcripcidon de c-fos que estd inhibido en
la hiperglucemia (COMBS, 1992); inhibiendo la lipolisis activada por el complejo
calcio-calmodulina; estimulando la sintesis de lipidos necesaria para la reparacion
de la membrana, y desecadenando la produccién de "proteinas del golpe de calor"
que citamos en el apartado A.3.1 (WHITE, 1993).

Sin embargo NERDEGAARD postula que la insulina no tiene mucho efecto
en la extension de la isquemia focal experimental, pues no encuentra diferencias de
extension en la hiperglucemia de ratas diabéticas (con insulina baja) y ratas no
diabéticas a las que se les infunde suero glucosado al 50 % (con insulina alta)
(NERDEGAARD, 1987b).

El efecto sobre el flujo cerebral de la hipoglucemia severa, es aumentatlo,
asi como el H* y K* extracelular. Al inyectar glucosa, €l H* aumenta todavia mds

(LENIGER-FOLLERT, 1984).

La respiracion mitocondrial "in vitro” en homogenados de cerebro de rata
- .isquémico se mantiene mejor en hipoglucemia moderada (STRONG, 1985).

Respecto a la isquemia cerebral global (SIEMKOWICZ, 1978), otros autores
han encontrado que tanto la hiperglucemia como la hipoglucemia producen una
mayor mortalidad y un menor grado de recuperacion funcional que la

normoglucemia.

En el infarto de miocardio experimental, la hipoglucemia aumenta el tejido
necrdtico (LIBBY, 1975).
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A.4.8 DANO NEURONAL POR HIPOGLUCEMIA.

En el hombre, la hipoglucemia provocada por insulina produce confusion al
Hegar a los 19 mgrs./100 ml., y coma cuando alcanza los 8 (KETY, 1948).

La hipoglucemia puede producir hemiplejia y sindromes neurolégicos focales
que revierten al normalizar la glucosa (WALLIS, 1985; FOSTER, 1987: ROTHER,
1992}, por lo que es obligada su determinacion urgente en todos los déficits focales
del sistema nervioso central. Dichos déficits focales y enlentecimientos en el EEG
con hipoglucemias de 36-72 mgr/dl (2-4 mM/L) son reversibles en el hombre
(MEYER, 1958). Durante el coma hipoglucémico, se produce una disminucién del
consumo de oxigeno. Casi siempre la recuperacion clinica es total cuando dura
menos de 90 minutos.

En el animal experimental, la hipoglucemia no ocasiona dafio neuronal si no
se produce aplanamiento del EEG, lo que sucede por debajo de 20 mgrs./dl. Una
vez que se ha llegado a éstos niveles, el dafio neuronal se correlaciona con el tiempo
pasado en hipoglucemia mas que con el grado de la misma. Tras 5 minutos de
hipoglucemia severa, los potenciales evocados y €l EEG se recuperan por completo,
pero tras 60 minutos la actividad EEG es escasa y no se evocan potenciales, lo que
evidencia un déficit sinaptico de la via somatosensorial que puede ser €l correlato
neurofisiolégico del dafio histologico (AGARDH, 1983a). A los 20 minutos de
hipoglucemia profunda disminuye el contenido cerebral de ATP y fosfocreatina
(LEWIS, 1974). La susceptibilidad de las estructuras cerebrales es muy diferente,
encontrindose necrdsis a los 20 minutos de una hipoglucemia severa en el
hipocampo, y a los 60 en el cerebelo (AUER, 1984).

La hipoglucemia puede producir un estado vegetativo persistente al igual que
la hipoxia-isquemia severa, pero a diferencia de ésta se mantiene el flujo sanguineo
(AGARDH, 1983b), la localizacién de las lesiones neuropatoldgicas es distinta
(KALIMO, 1980a), y el mecanismo por el que probablemente se producen tambien
lo es, dado que se postula un daiio por toxinas o aminodcidos excitadores. De hecho,
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el contenido de oxigeno del tejido cerebral durante la hipoglucemia profunda parece
estar aumentado (KROLICKI, 1980). El neocortex y el hipocampo son dafiados tanto
por la hipoxia-isquemia como por la hipoglucemia, pero el cerebelo, que es
ripidamente lesionado por la hipoxia-isquemia es notablemente resistente a
hipoglucemias de mas de 30 minutos (AGARDH, 1981a), suficientes en cambio para
lesionar el neocortex e hipocampo, y los niveles cerebelosos de ATP disminuyen
.menos (RATCHESON, 1981), aunque a los 60 minutos también resultan lesionadas
las células de Purkinje,

Se ha comprobado que las dreas que se lesionan mas facilmente por la
hipoglucemia (N. caudado, neocortex, hipocampo) son las que tienen un menor
contenido en glucosa, a pesar que también consumen menos que otras (tronco
cercbral, tilamo, hipotilamo, cerebelo) mas resistentes a la hipoglucemia
(PASCHEN, 1986). Una explicacién podria ser que las zonas mas dafiadas tengan
también mas lesionado el transporte de glucosa, 0 que tengan una cinética del
transporte de glucosa diferente (ABDUL-RAHMAN, 1980).

Midiendo Ia sintesis proteica por la incorporacion de aminodcidos matrcados
y su deteccién por autorradiografia, se ha visto que el neocortex y ¢l hipocampo (las
areas mas sensibles al dafio por hipoglucemia, y en las que mas se reduce tanto el
metabolismo de la glucosa como el contenido de ATP en estas condiciones) asi como
el caudado putamen, no sintetizan practicamente proteinas durante el coma
hipoglucémico y las neuronas del gyrus dentado y algunas del caudoputamen lateral
se necrosan aunque se restaure la glucemia. Esto es lo esperable, pues la sintesis de
proteinas es un proceso que requiere energia, y en el cerebro la energia se obitiene
- por ‘metabolismo de la glucosa. En otras zonas como el tilamo y la médula espinal
sintetizan algo, y el cerebelo, tronco e hipotilamo (zonas mas resistentes a la
hipogiucemia), sintetizan normalmente proteinas (KIESSLING, 1982; KIESSLING,
1986).

También los cambios a nivel celular son distintos a los de la hipoxia-isquemia
(KALIMO, 1980b): la hipoglucemia pronunciada preduce "neuronas claras” con un
halo pilido en la periferia del citoplasma, cambio que es reversible a las tres horas
de normalizarse la glucemia, y "neuronas oscuras". Algunas de éstas dltimas, a
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pesar de la hipercromasia y la tumefaccidn mitocondrial, se normalizan
posteriotmente, pero otras que se ven acidéfilas con la fuschina 4dcida, son células
necroticas, lo que se comprueba en el microscopio electrénico por la rotura de su
membrana nuclear y citopldsmica (AUER, 1985). En las neuronas necréticas no hay
aumento del calcio en las mitocondrias (SIMON, 1986¢). Las células necroticas se
localizan mayoritariamente en las capas superficiales de la corteza, mientras que las
. ¢células-de las capas profundas.se normalizan. En el drea CA, del hipocampo, la zona
més dafiada es la que se encuentra en la vecindad del ventriculo lateral, y en la
corteza sufren mayor lesion las capas mas superficiales, por lo que se ha pensado
que ¢l dafio por hipoglucemia estd mediado por una foxina vehiculizada por el LCR
{AUER,1984).

Se postula que es una neurotoxina, pues afecta a las neuronas pero no a la
glia y la lesién no aumenta si disminuye el flujo (AUER, 1986), y por tanto los
sustratos energéticos: no parece corresponder a lesion por fallo energético. También
se piensa en un mecanismo excitotdxico porque la lesion inicial es en las dendritas
(AUER, 1985).

Una secuencia hipotética que empezaria cuando el EEG se hace isoeléctrico,
podria ser: aumento de la excitoxina, entrada de iones siguiendo el gradiente de
voltaje, y-en particular de calcio, que produciria lipolisis con dafio de la membrana
y citorrexis. Esta excitoxina podria ser el aspartato por varias razones: aumenta en
la hipoglucemia, se sabe que es excitador y neurotdxico, su inhibicion disminuye el
dafio neuronal durante la hipoglucemia (SIMON, 1986a; WIELOCH, 1985) y es la
unica sustancia que al inyectar glucosa a un ratén hipoglucémico se normaliza antes
de que se recupere la funcién neurolégica (GORELL, 1976). Ademds se han
detectado por microdialisis durante la hipoglucemia, aumentos de 9 a 12 veces del
neurotransmisor excitador aspartato en el estriado (BUTCHER, 1987), y también se
ha encontrado aumentado en el hipocampo (SANDBERG, 1985). En este mismo
sentido de dafio mediado por neurotransmisores excitadores, el dafio por
hipoglucemia en el N. caudado disminuye cuando se interrumpen las aferencias
excitadoras por ablacién de la corteza o la sustancia nigra, y el bloqueo
farmacolégico de los receptores excitotéxicos previene la necrésis neuronal (AUER,
1986). Estin aumentados en el tejido cerebral, aunque en menor medida otros
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aminoacidos como el glutamato, el GABA, y la taurina, pero otros autores no los
han encontrado aumentados en el LCR (SIMON, 1986b).

Durante la hipoglucemia el cerebro pierde la capacidad de regular el pH
intracelular, y cuando se afiade a la hipoglucemia hipocapnia, se produce una
alcalosis intracelular (PELLIGRINO, 1981). Cuando el EEG se vuelve isoeléctrico
se libera potasio al espacio extracelular (ASTRUP, 1976). Ademas, al igual que en
la isquemia, se produce una acumulacion de dcido araquidénico (AGARDH, 1980).
En hipoglucemia se han encontrado alterados los niveles de icidos grasos que
normalmente se incorporan a las membranas celulares, por lo que asi podrian
dafiarse la membrana plasmdtica y los procesos sindpticos (STROSZNAJDER,
1984).

A nivel bioquimico, el deterioro del metabolismo energético que produce la
hipoglucemia prolongada (disminucién del ATP y fosfocreatina con aumento del
ADP y AMP), y las alteraciones que se producen en los aminodcidos (aumento del
aspartato y reduccién del glutamato), son casi por completo revertidas cuando se
normalizan las cifras de glucosa (AGARDH, 1978) a excepcién de las cifras de ATP
y aminoécidos que pueden estar por debajo de lo normal.

En ratas con isquemia cerebral e hipoglucemia se producen mas convulsiones,
lo que resulta en mayor mortalidad (VOLL, 1988), posiblemente porque la
hipoglucemia disminuye la sintesis del aminodcido inhibidor GABA. Infusiones
intraperitoneales de dcido lictico también han reducido tando las convulsiones como
la mortalidad ocasionadas por hipoglucemia en la rata (GURUPRAKASH, 1983).

A.5 TEMPERATURA Y METABOLISMO CEREBRAL.
A.5.1 HIPOTERMIA EN EL CEREBRO SANO.
La temperatura corporal es un balance entre las pérdidas (por radiacion,

conveccién y evaporacién por la piel) y la generacién de calor por las reacciones
metabélicas. La regulacion de la temperatura en animales homoiotermos (de sangre
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caliente) como el hombre, se realiza desde el hipotilamo. Cuando la reduccién en
la temperatura ambiente es moderada, se ajustan las pérdidas de calor (regulacién
fisica), pero cuando es mds intensa, la regulacién incluye generacion de calor por
los mdsculos (tiritona y aumento de actividad) y oxidacion de la grasa parda. Elio
se asocia a una descarga simpaticoadrenal que es una respuesta de estrés. Muchos
medicamentos (clorpromacina, anestésicos, etc.) interfieren con la regulacién de la
temperatura, probablemente en parte porque impiden que se desarrollen los
mecanismos adaptativos hipotaldmicos.

A nivel molecular, el incremento de la temperatura influye sobre el ritmo en
que se produce una reaccion aumentandolo, pero en muchas reacciones enzimadticas,
si se supera un techo (40-45 °C), la reaccién se enlentece al degradarse la enzima
responsable de la reaccion,

La hipotermia suecle actuar en sentido opuesto, enlenteciendo algunas
reacciones. Algunas no son influidas por hipotermias moderadas, aunque si es
intensa la hipotermia puede inhibir por completo la enzima e interrumpir la reaccion.
Cuando la hipotermia no influye se debe a que la enzima reguladora tiene una
actividad maxima mucho mayor de la que utiliza en condiciones normales y su
actividad viene determinada por las demandas de energia o metabolitos mis que por
la temperatura. Las reacciones que incluyen una enzima catalizadora resultan mas

afectadas por la temperatura que las que no la precisan.

A nivel celular, el sodio entra en las neuronas por difusion pasiva al
despolarizarse éstas, y es sacado por la bomba sodio-potasio ATP dependiente. La
hipotermia disminuye la actividad neuronal, y como se producen menos
despolarizaciones, entra menos sodio al interior de la célula y también el transporte
activo al exterior es menos activo. En hipotermia extrema (1-4 °C), se inhibe por
completo la bomba sodio-potasio, por lo que la célula se llena de sodio por difusion

pasiva.

En hipotermia se produce una reduccion del metabolismo cerebral, por el
efecto de la temperatura sobre las reacciones biogquimicas del metabolismo. El efecto
de reducir 10 °C sobre el metabolismo ha sido variable: en tejido cerebral "in vitro"
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ha reducido el metabolismo a la mitad, en perros "in vivo" de la mitad a la tercera
parte segin los estudios, y en primates a menos de la tercera parte
(MICHENFELDER, 1988). En el hombre probablemente la reduccién del
metabolismo es a menos de la mitad, pues un cerebro normotérmico no tolera sin
dafio mas de 5 minutos de isquemia global, mientras que en bypass cardiopulmonar

a 12-15 °C, se toleran isquemias de hasta una hora.

Existe unanimidad en que el consumo cerebral de oxigeno y glucosa
disminuyen con la hipotermia (ASTRUP, 1981). Cuando Ia hipotermia baja por
debajo de 18 grados, el EEG queda pricticamente plano. Esta disminucién del
consumo de oxigeno, parece seguir una relacion lineal entre los 37 y los 22 °C, lo
que equivale a una reducciéon de un 5% por cada grado que baja la temperatura
(SIESJO, 1978). El consumo de glucosa probablemente sigue una reduccion similar.

El flujo sanguineo cerebral parece disminuir con la hipotermia, pero se
mantiene la influencia que tiene habitualmente la pCO, en el mismo {(aumento de
flujo con la hipercapnia y reduccidén con la hipocapnia) (PROUGH, 1986). La
hipotermia lleva a una reduccién de la produccién de CO,, pero como también
aumenta su solubilidad en la sangre, el CO, total permanece constante. En
hipotermia aumenta la presion arterial de oxigeno al disminuir su solubilidad en la

sangre.

En la hipotermia, se produce un aumento de pH y bicarbonato. El pH neutro
en el que [H*']=[OH"] depende de la ionizacién del agua, que a su vez depende de
la temperatura. Por ello, el pH a 25 ®C es de 7y a 37 °C es de 6’86. La diferencia
entre el pH medido y el pH neutro, que también aumenta, permanece constante.

Durante una hipotermia de 22 °C, la hipercapnia ocasiona aumentos en el
flujo sanguineo cerebral similares a los que se producen en condiciones de
normotermia, v la hipocapnia de 15 mm Hg. redujo dicho flujo a un 15 % del que
existia en normotermia y normocapnia. A pesar de este bajo flujo, pudo mantenerse
el metabolismo energético tisular, lo que ilustra el papel protector de la hipotermia
(SIESJO, 1978).

José Maria Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 62



Influencia de las medificaciones de la glucemia y de ia hipotermia. . ... . Introduccién

Con hipotermia de 32 °C estdn disminuidos los depésitos de glucosa y
glucogeno, y a 27 y 22 °C, todos los metabolitos de los carbohidratos incluido el
dcido lactico, excepto la glucosa-6-fosfato y el citrato. Con respecto a los
aminodcidos, se encuentra en diferentes estudios y especies animales una
disminucién de glutamato (SIESJO, 1978).

A.5.2 HIPERTERMIA EN EL CEREBRO SANO.

La hipertermia patolégica de diversos origenes ("golpe de calor", hipertermia
maligna por anestésicos) tiene una alta mortalidad precoz que suele ser de causa
cerebral, encontrindose en el cerebro edema y petequias (JARDON, 1982), y con
frecuencia se asocia también a aciddsis lactica. En conejos con "golpe de calor”
provocado experimentalmente se encuentra edema en el cerebro asi como una
disminucién de la presion de perfusion cerebral que puede ser debida tanto a la
hipertensién intracraneal como a la disminucién de la tensién arterial (SHIH, 1984).

La hipertermia produce un aumento del consumo de oxigeno (CMRQ,) de un
5-6% por cada grado centigrado, y un aumento de! flujo sanguineo cerebral en la
misma proporcion. No modifica los fosfatos organicos (ATP, ADP, AMP) ni el
cociente entre el lactato y piruvato, y entre los aminodcidos aumenta la
concentracion de glutamato (CARLSSON, 1976}, que es considerado un aminoicido
excitotoxico. En el raton, otros efectos metabdlicos de la hipertermia conseguida por
calentamiento externo o inducida por anfetaminas son impedir la sintesis de proteinas
y disminuir los depdsistos de glucdgeno (NOWAK, 1988).

Las hipertermias extremas experimentales (43 °C) producen un aumento de
la tendencia trombética, al exponer la sangre al subendotelio protromboético y reducir
la fibrinolisis (ANG, 1994). El dafio histologico de la hipertermia de 42 a 48 °C es
similar y sigue un curso temporal andlogo al del infarto isquémico, excepto que no
se acomparia de hemorragia (LYONS, 1986).

Cuando la hipertermia produce aumento de la latencia de los potenciales
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evocados somatosensoriales en las ratas, aumenta la mortalidad y el dafio
histolégico, lo que podria estar mediado por las endorfinas, ya que se se previene
inyectando naloxona (PANJAWI, 1991).

A.5.3  HIPOTERMIA EN EL INFARTO CEREBRAL.

A continuacién revisaremos los efectos que ha tenido la hipotermia en
modelos experimentales de isquemia global y focal, y posteriormente los mecanismos

que se cree median dichos efectos.

No existen muchos datos sobre hipotermia e isquemia cerebral en el hombre,
salvo cuando se reduce en el quiréfano la temperatura con fines neuroprotectores en
operaciones con riesgo de isquemia cerebral global, por hacerse con el corazén
parado, como es la cirugia cardiaca. En parada cardiaca sin hipotermia hay un gran
dafio cerebral a los cinco minutos, pero con hipotermia se toleran periodos mucho
mas prolongados. Otro ejemplo de proteccion de la isquemia global en el humano
£s que se han recuperado sin dafio neuroldgico inmersiones accidentales en agua fria
de hasta 66 minutos con temperatura corporal interna de 19 °C (BOLTE, 1988).

En este mismo sentido y en animales que hibernan, en los que disminuye la
temperatura corporal, se producen severas disminuciones del flujo cerebral (7
ml/100grs/min, por debajo del umbral de necrésis celular y con EEG isoleléctrico),
sin que se produzca dafio neuronal.

Estos hechos y los experimentos que ahora mencionaremos han llevado a un
consenso sobre el papel protector de la hipotermia en la isquemia cerebral global,
aunque ello no resulta tan claro en los modelos regionales, los mas relevantes para
el hombre pues remedan una patologia de gran prevalencia como es el accidente
cerebrovascular, y que son los que utilizamos en nuestro experimento.

Como se ha referido, en un modelo de isquemia global transitoria en la rata,
la hipotermia cerebral leve (34 °C) tuvo efecto protector reduciendo la lesion
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histol6gica del hipocampo y de los ganglios basales, pero una hipotermia mds
marcada (24 °C) tuvo un mayor efecto (KULUZ, 1992), desapareciendo la lesién
en los ganglios basales (BUSTO, 1987) con temperaturas de 30-31 °C. Una
reduccién de 2 °C en la temperatura rectal también ha proporcionado proteccién en
el modelo del gerbo (CLIFTON, 1989).

Sin embargo la hipotermia extrema (15 °C), produce mayor dafio cerebral
y miocdrdico que la hipotermia leve o moderada (34 o 30 °C) en modelos de
isquemia global (WEINRAUCH, 1992). En modelos de babuino se tolerd un paro
circulatorio de 90 minutos con una hipotermia de 12 °C, pero con temperaturas mis
altas (17 °C), o més bajas (7 °C), se produjo dafio neuroldgico.

Otros autores sélo han encontrado proteccién cuando la duracién de la
isquemia global era de 8 minutos, pero no si era de 12 (CHOPP, 1991).

Estos estudios han sido realizados en modelos de isquemia cerebral global en
la rata o en el conejo, o de isquemia transitoria en la rata, en ocasiones aplicando
la hipotermia sélo durante el periodo de isquemia (BUSTO, 1987).

Estin menos estudiados los efectos de la hipotermia en modelos de isquemia
focal. Alguno de los primeros trabajos sugeria que la hipotermia podia tener un
papel daiiino (MICHENFELDER, 1977; STEEN, 1979a). Otros trabajos actuales
solo detectan proteccion si la isquemia es global pero no en la focal MORIKAWA,
1991).

Sin embargo, son mds los investigadores que encuentran un efecto beneficioso
con reducciones del 77 % del infarto con hipotermias leves de 33 °C (KADER,
1992), y reducciones del 54 % del infarto aunque se retrasara la hipotermia una hora
tras la isquemia (MOYER, 1992). Se ha encontrado efecto beneficioso en isquemia
focal tanto si se aplica la hipotermia durante la isquemia, como si solo se hace
durante el perfodo de reperfusiéon (XUE, 1991).

Existe controversia sobre el momento de instaurar la hipotermia y sobre la
duracién que debe tener para ser protectora. Asi, en modelos focales, un retraso de
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40 minutos en la instauraciéon de la hipotermia la han hecho perder su funcidn
beneficiosa (MOYER, 1992). Otros en cambio encuentran efecto beneficioso en
isquemia global aunque la aplicacién de la hipotermia se retrase hasta el periodo de
reperfusion posterior a la isquemia (XUE, 1991). En los modelos de isquemia global
se ha encontrado proteccién si se instaura la hipotermia a los 15 minutos de la
isquemia (KULLUZ, 1992) o incluso mds tarde (CHOPP, 1991; BUSTO, 1989b).

Han resultado utiles hipotermias de diferentes duraciones, a veces tan cortas
como una hora a 24 °C en el estudio de isquemia focal de ONESTI (ONESTI, 1991).

A.5.4 MECANISMOS DE ACCION DE LA HIPOTERMIA.

El efecto de la hipotermia sobre la circulacion cerebral es controvertido: en
isquemia focal en conejos, la hipotermia de 30 pero no la de 33 °C reduce el flujo
cerebral (a pesar de mejorar ambas los potenciales evocados) (LO, 1992). Sin
embargo BUSTO no encuentra dicha reduccién en un modelo de isquemia global
{(BUSTQO, 1989a).

Respecto al efecto de la temperatura en el flujo sanguineo cerebral,
experimentos "in vitro" con arteriolas aisladas del parénquima cerebral de la rata
(OGURA, 1991), han mostrado una vasodilatacion arteriolar con la hipotermia y una
respuesta bifisica con vasoconstriccidn inicial y vasodilatacién posterior con la
hipertermia. Si la temperatura pasa de 45 °C, toda respuesta vascular queda abolida,
pero en soluciones sin calcio el didmetro arteriolar no se modifica con temperaturas
que varian de 20 a 45 °C. Ello sugiere que los cambios de temperatura actian sobre
la contraccién del milsculo liso arteriolar dependiente del calcio y que ello puede ser

independiente del metabolismo celular.

La hipotermia puede tener un efecto neuroprotector en la isquemia cerebral,
en parte al disminuir las demandas metabdlicas (WELSH 1990). Pero existen
sustancias como el isoflurano o los barbitiricos, que disminuyendo las demandas
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metabdlicas, no han demostrado consistentemente un papel protector. Por ello se han

investigado y se han postulado muchos otros mecanismos de accién posibles.

La hipotermia favorece la vuelta al metabolismo normal de la glucosa
(GINSBERG, 1989), facilitando la recuperacién metabdlica, tal vez por mantener
mejor los depdsitos de AMP (SUTTON, 1991) del que se regenera el ATP. Pero Ia
.-proteccion parece no.depender.sélo del mantenimiento de los fosfatos de alta energia
como el ATP y la fosfocreatina ni de evitar la acumulacion del dcido lictico, pues
ambas cosas suceden tanto en la normotermia como en la hipotermia leve (34 °C),
y sin embargo solo la ultima confiere proteccion histolégica (BUSTO, 1987).

Su acci6n beneficiosa tambien puede deberse a una disminucion del dafo por
radicales libres (BAIPING, 1994) y a que atenia el aumento de aminoacidos
excitadores como el glutamato (BUSTO, 1989a) o la glicina (BAKER, 1991b), que
se liberan durante la isquemia, activan el complejo N-metil-D-aspartato y facilitan
la entrada de calcio en las neuronas. También disminuye la liberacion de dopamina.

Otros mecanismos que se¢ han propuesto son que la hipotermia minimiza la
acidosis intracelular y que impide el aumento del potasio extracelular ocasionado por
el dafio de membrana que precede a la muerte neuronal.

La hipotermia no impide la acumulacién tisular de 4cidos grasos libres, pero
si disminuye la produccion de leucotrieno-B-4 que esta ligado a la produccion de
edema. Tampoco impide la hipotermia la acumulacién de icido lactico cerebral en
un modelo de isquemia cerebral global por parada cardiaca de 10 minutos en el
perro, .aunque si minimiza el dafio neuroldgico y la mortalidad, por lo que el
mecanismo protector no debe consistir solo en disminuir €l 4cido lactico (NATALE,
1989). En otro modelo experimental se han hallado similares resultados (BUSTO,
1987).

La hipotermia previene la ruptura de la barrera hematoencefilica que en
cambio esta especialmente alterada en la hipertermia (DIETRICH, 1990a), en la que
se produce extravasacion de proteinas. Por 1ltimo la hipotermia estabiliza la fluidez

de las membranas lipoproteicas.
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En un modelo de isquemia por aumento de la presion intracraneal en el
perro, la recuperacion de los potenciales evocados somatosensoriales por la
hipotermia se ha asociado a una disminucién de la presion intracraneal, por lo que
este podria ser otro de sus mecanismos protectores de la hipotermia (BALDWIN,
1991).

-Se ha estudiado si la proteccién que ejerce la hipotermia podria estar mediada
por la proteina HSP-72 (proteina del "golpe de calor" de 72 Kilodaltons) que se
produce en respuesta a varios estimulos nocivos incluida la isquemia. En ratas
sometidas a isquemia cerebral global en condiciones de hipotermia, disminuye tanto
la lesion neuronal como la expresion de la proteina HSP-72 (CHOPP, 1992), por lo
que el efecto protector del la hipotermia no debe ser mediado por la HSP-72. Este
efecto de inhibicién de la HSP-72 también se ha observado en cultivos celulares
(LANKS, 1990). La proteina p53 aparece en las zonas de necrdsis isquémica donde
no aparece la HSP-72, por lo que podria ser inhibida por ésta.

La ubicuitina es otra proteina de golpe de calor que aparece tras lesiones
celulares de varios tipos. Aumenta en las areas de isquemia aunque en menor medida
que la HSP-72 y se une a las proteinas dafiadas que son digeridas por proteasas, por
lo que probablemente tiene importancia reparadora. La hipotermia leve, al tiempo
que protege a las neuronas del hipocampo, restablece la sintesis de ubicuitina tras
la isquemia, lo que es otro motivo para pensar que la ubicuitina puede ser uno de
los mecanismos protectores de la hipotermia (YAMASHITA, 1991).

También la hipotermia impide a la vez el dafo a las neuronas hipocidmpicas
y la ‘disminucién de la enzima protein-kinasa tipo II dependiente del
calcio/calmodulina, que tiene varias funciones en la sintesis y liberacién de
neurotransmisores, en la conductancia idnica y en el citoesqueleto, por lo que puede
mediar el efecto beneficioso de la hipotermia (CHURN, 1990).

Como hemos mostrado la mayoria de los experimentos estin hechos en
modelos de isquemia global. Los experimentos de isquemia focal han utilizado
condiciones experimentales diferentes en cada experimento. Por ejemplo, algunos
estudios utilizando el modelo focal, solo han permitido sobrevivir seis horas al
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animal (BAKER, 1991a), cuando se sabe que el infarto cerebral evoluciona durante
mucho mds tiempo. Por ello, a nuestro entender, no estd suficientemente estudiado
en el modelo de isquemia cerebral focal en la rata que es a la vez el mis
reproducible y similar (exceptuando el primate) al accidente cerebrovascular
isquémico humano.

A.5.5 HIPERTERMIA EN EL INFARTO CEREBRAL.

Existe hipertermia en el 44 % de los ACV, correlacionindose con su
severidad (HINDFELDT, 1976). En la mayoria de las ocasiones se debe a un foco
.infecctoso pulmonar, urinario ¢ a una trombdésis venosa profunda, pero en otras el
responsable es el propio infario cerebral, especialmente cuando es extenso, afecta
el hipotilamo o se trata de una hemorragia con vertido ventricular. Durante la fase
aguda, aumentos tan pequefios como 1 °C pueden empeorar el prondstico, que
también es peor cuanto mds dura la hipertermia.

En estudios animales se ha observado en general un aumento del drea de
infarto cuando se provoca una hipertermia aunque sea moderada, tanto cuando se
aplica en el momento de producir el infarto como poco después, y tanto en modelos
de isquemia focal (CHEN, 1991) como en modelos de isquemia global (DIETRICH,
1990b). También aumenta la mortalidad. Se ha propuesto que la hipertermia produce
alteracién en el metabolismo tisular del oxigeno con hipoxia y acidésis tisular,
interferencia con el metabolismo del ATP (CHOPP, 1988a) y liberacién de
aminoacidos excitotéxicos como el glutamato (CARLSSON, 1976), o bien rotura de
la barrera hematoencefilica, con produccién de edema y llegada de los
neurotransmisores excitotoxicos al espacio extracelular (DIETRICH, 1990a). En
cambio la hipotermia es capaz de inhibir casi completamente la liberacién de
ghitamato y en un 60 % la de dopamina (BUSTO, 1989a). La hipertermia, al revés
que la hipotermia, induce la expresion de la proteina del "golpe de calor” HSP 72.

Se puede reducir la temperatura hasta los 20 °C, temperatura a la que puede
aparecer fibrilacion ventricular y fallo circulatorio, pero si esto se evita con un
soporte circulatorio mecénico, el cerebro puede tolerar temperaturas atin mas bajas.
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En la hipertermia, el margen es mucho més estrecho: a los 40 °C aparecen niuseas,
desorientacién y delirium, y a 43 °C o mas convulsiones, coma y muerte por golpe
de calor. Probablemente se produce daiio neurconal directo por inactivacién de las

enzimas proteicas.

La hipertermia produce de forma reactiva hiperventilacién para aumentar las
pérdidas de calor.por.evaporacion, lo que origina una hipocapnia con la consiguiente
vasoconstriccion cerebral, por lo que es dificil distinguir los efectos de la
hipertermia en si, salvo que se mantenga constante la pCQ,, 1o que no se ha hecho

en muchos estudios.

In vitro, la captacion de oxigeno por el tejido cerebral aumenta inicialmente
de forma progresiva desde los 40 a los 43 °C, pero por encima de los 40 °C va
declinando con el paso del tiempo, y por encima de los 45 °C desde un principio la
captacion de oxigeno estd disminuida. Si se mantiene una temperatura
suficientemente alta, se produce una depresién irreversible del ritmo metabélico. El
aumento de amoniaco se correlaciona bien in vitro con esta depresion debida al dafio

celular.

También en animales de experimentacién, hay un aumento de consumo de
oxigeno entre los 40 y 42 °C, pero a 43 °C ya casi no aumenta mds. Esto representa
un aumento del 5% por grado, por lo-que la hipertemia incrementa el consumo de
oxigeno en la misma proporcion que la hipotermia lo disminuye. A pesar de la
hipocapnia acompaiiante, se mantiene el flujo sanguineo cerebral, lo que sugiere que
la influencia vasodilatadora de la hipertermia contrarresta la influencia
.vasoconstrictora de la hipocapnia. Manteniendo la pCO, constante, se produce un
aumento del flujo cerebral proporcional al de consumo de oxigeno.

En la hipertermia estd aumentado el contenido celular de glucosa, glucosa-6-
fosfato, y fructosa-6-fosfato, no se sabe si por una disminucién en el metabolismo
o un aumento del transporte. El piruvato y otros metabolitos del dcido citrico

mantienen concentraciones normales y entre los aminodcidos el glutamato estd

aumentado. Sin embargo no se encuentra el aumento de amoniaco detectado "in

vitro" (SIESJO, 1978).
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Como vimos en la parte del trabajo dedicada a evaluar los cambios de
glucemia, la hiperglucemia en la isquemia transitoria experimental se asocia a
hipertermia, que no es la causa del mal prondstico de la hiperglucemia, sino la
consecuencia de una lesion cerebral mas grave con posible alteracion de los centros
termoreguladores cerebrales o liberacidn de sustancias que aumentan la temperatura.
Ello se infiere de que al evitar la hipertermia no se impide ¢l aumento de mortalidad
de las ratas hiperglucémicas (UCHINO, 1994).
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B. OBJETIVOS.

El presente trabajo estd compuesto por dos estudios independientes, pero que
que se han agrupado bajo un mismo titulo al utilizar el mismo modelo experimental,
la misma metodologia y referirse ambos a variables bioldgicas que afectan al

metabolismo cerebral.

B.1 OBJETIVOS EN EL EXPERIMENTO SOBRE GLUCEMIA E
INFARTO CEREBRAL.

El objetivo del trabajo es estudiar el modo en que la glucemia sanguinea
influye en la extension del infarto cerebral.

A) Conocer como modifican los niveles de glucemia conseguidos en animales de
experimentacion y en ambiente de laboratorio el volumen de los infartos cerebrales.

B) Determinar si el momento en el que se establece la hipoglucemia (antes o después
de producido el infarto cerebral) influye en el volumen del infarto cerebral.

C) Valorar el efecto que sobre el volumen de infarto cerebral tienen cuatro
condiciones diferentes, aplicando cada una a un grupo distinto de animales:

grupo 1: Hiperglucemia posterior al infarto; grupo 2: Normoglucemia posterior
al infarto; grupo 3: Hipoglucemia posterior al infarto y grupo 4: Hipoglucemia
previa al infarto.

D) Conocer si otras variables a controlar en el estudio influian en los efectos que se

pretendian investigar.
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B.2 OBJETIVOS EN EL EXPERIMENTO SOBRE TEMPERATURA
E INFARTO CEREBRAL.

En esta segunda parte del trabajo pretemos evaluar si la disminucién de las
temperaturas corporal y cerebral influyen en la extension del infarto cerebral en el
mismo modelo experimental de isquemia cerebral focal utilizado anteriormente.

Por lo tanto los objetivos son similares a los del estudio de la glucemia,
sustituyendo ésta variable por la temperatura, y teniendo en cuenta que la unica
variacion de la temperatura que se estudid fue la hipotermia respecto de la
normotermia, y que a todos se aplicé la hipo o normotermia en el mismo momento:

desde el inicio del experimento.

Por ello se establecieron dos grupos: grupo 5 de Normotermia y grupo 6
de Hipotermia.
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C. MATERIAL Y METODOS.

C.1 ANIMAL EXPERIMENTAL Y CONDICIONES
EXPERIMENTALES GENERALES DURANTE EL EXPERIMENTO.

Todos los animales experimentales fueron ratas Wistar, hembras de 250 a 350
grs. nacidas y criadas en el animalario de Ia Unidad de Investigacién del Hospital
"General Yaglie" de Burgos. Antes de la cirugia, todas ellas tuvieron la misma
alimentacidn con pienso comercial para ratas y agua a las que tenian acceso libre,
estuvieron sometidas a la misma temperatura ambiente del laboratorio durante y

después de la cirugia, y a los mismos ritmos de exposicién a la luz,

La rata que se iba a operar era mantenida durante unos cinco segundos en
una campana de cristal con un algodén empapado en Isoflorano como preanetésico
para facilitar la inyeccion intramuscular del anestésico que se realizaba a
continuacion en la pata delantera. Se dejaba descansar entonces a la rata hasta que
quedaba profundamente anestesiada, para proceder posteriormente a la cirugia como

indicaremos.

Para la anestesia se utiliz6 una mezcla de diazepim, atropina y ketamina,
pues a las désis utilizadas, ninguno de estos compuestos ha mostrado papel protector
en el infarto cerebral (JENSON, 1988). Se ponian iniciaimente 2’5 mi. de una
mezcla de 10 ml. que contenia 5 mgrs. de Ketamina, 2 mgrs. de Diacepam y 0’1
mgrs. de Atropina, lo que constituyen 12’5 mgrs. de Ketamina, 5 mgrs. de
Diacepam y 0’25 mgrs. de Atropina. Se repetia la mitad de la désis a demanda si
era preciso durante la cirugia. Se ha calculado la désis por 100 grs. de peso corporal
de rata de los tres principios activos que recibid cada animal y se ha comprobado
que las diferencias entre las dosis medias utilizadas en los diferentes grupos de
tratamiento tanto en el trabajo de la glucemia como en el de la temperatura, no eran
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estadisticamente significativas. Por este motivo, no creemos que la anestesia, por
otra parte inevitable, haya influido en los resultados de los experimentos.

Se monitorizé durante la cirugia la presion en la arteria femoral mediante un
cateter relleno de suero salino heparinizado y conectado a un transductor de bajo
volumen (0’25 ml.) para medicion de presion arterial en animales pequefios, TRA
021 de la marca Letica. El transductor enviaba su sefial al amplificador PR 206 del
registrador oscilografico 4006 (un poligrafo de cuatro canales) de la misma marca,
que producia un registro en papel térmico. Tras la cirugia y ceder el efecto del
anestésico que pudiera modificarla, se dejé de medir la presién arterial.

Se descartaba el animal si disminuia la presion arterial media por debajo de
50 mmHg, pues como se ha referido en el apartado de Introduccion, es por debajo
de dicha presién cuando puede disminuir 1a perfusién cerebral.

La reduccién de presidn arterial que se necesita para producir silencio
elecrofisiolégico y fallo de bomba i6nica en modelos experimentales es menor si se
afiade hipoxia (ASTRUP, 1981), por lo que se piensa que la hipoxia puede agravar
los efectos de la isquemia. Por este motivo se controlaron los gases arteriales al final
de la cirugia en el experimento en €l que se modificaba la glucemia, con intencién
de descartar los animales con una presidn parcial de oxigeno menor de 80 mm. de
Hg., lo que no sucedid en ningun caso. Tampoco se encontraron aumentos
significativos de la presion parcial de anhidrido carbénico.

En el experimento de la glucemia, las diferencias entre [a hemoglobina inicial
y final] que tenfa cada grupo no difirieron significativamente. Por este motivo, en la
segunda parte del trabajo (infarto cerebral y temperatura), no se creyd necesario
hacer mediciones de gases arteriales y hemoglobina, al comprobar que las
condiciones experimentales no los modificaban y por considerar que las extracciones
de sangre en un animal de tan bajo volumen circulante como1a rata introducen

variables que pueden influir en el experimento.
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C.2 GRUPOS EXPERIMENTALES.

Como se ha referido en el apartado de OBJETIVOS, en el experimento sobre
la glucemia y el infarto cerebral se hicieron tres grupos en los que la modificacién
de la glucemia se realizaba a las dos horas de la oclusion de la arteria cerebral
media: grupo 1: Hiperglucemia (por encima de 200 mgr/dl) tras la cirugia con
catorce animales; grupo 2: Normoglucemia o hiperglucemia moderada (70-200
mg/dl) tras la cirugia con siete animales; grupo 3: hipoglucemia posterior a la
oclusién vascular (dos horas, y con valores menores de 70 mgr/dl) con ocho
animales. En un cuarto grupo, se provocaba la hipoglucemia justo antes de comenzar
la cirugia, constituyendo el grupo 4: Hipoglucemia previa a la oclusion vascular

con diez animales.

Ademas de la glucemia basal, previa a la cimgia, se hacian otras cuatro
determinaciones de glucemia durante las 24 horas del experimento. Como los
intervalos de tiempo entre los que se efectuaba la medicién no eran iguales entre si,
el valor que se utilizé como variable independiente principal fue ei de la glucemia
media ponderada en el tiempo (GLUCEMP) calculada multiplicando cada glucemia
por las horas que seguian hasta Ia siguiente extraccion y dividiendo por las 24 horas
que duraba el experimento. De la misma manera se calculaba la temperatura media
cerebral ponderada en el tiempo (TEMPPC) en el experimento en el que la variable
independiente principal era la temperatura, aunque en éste caso, el tener un registro
continuo de temperatura cerebral permitia ponderar diez determinaciones.

Se decidié modificar la glucemia en los tres primeros grupos dos horas
después del inicio del infarto cerebral pensando que en clinica humana, tras un ictus,
no podrian realizarse modificaciones de la glucemia antes de €ste tiempo. Pero para
estudiar si el momento de instauracion de la hipoglucemia influia, se hizo un cuarto
grupo en el que la hipoglucemia se provocaba antes del infarto.

El grupo de normoglucemia tiene valores que se considerarfan de
hiperglucemia en la especie humana, pero en la rata se asume una concentracion
plasmética normal de glucosa de 9 moles/L, lo que equivale a 162 mg/dl. (SIESJO,
1978).
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Junto con la primera y ultima determinaciones de glucosa, se media también
la hemoglobina en grs/dl, determindndose asi las variables hemoglobina inicial,
hemoglobina final y la diferencia entre ambas. Tras la cirugia se media en sangre
arterial las presiones parciales de oxigeno y anhidrido carbénico.

C.3 METODOS PARA PROVOCAR Y MEDIR LA HIPOGLUCEMIA,
HIPERGLUCEMIA, LA HIPOTERMIA Y LA NORMOTERMIA.

En la literatura se ha administrado insulina por varias vias para conseguir
hipoglucemia. Por via subcutinea, inyectando 1 unidad de insulina regular por cada
100 grs. de peso, la accion dura 6 horas, viéndose la méxima reduccién de la
glucemia (en un 35 % de los controles) a las 2-3 horas, por lo que la glucemia no
se mantiene estable (ALBRECHT, 1979). Para conseguir hipoglucemias severas
capaces de provocar dafio cerebral, (2’1 a 24 mg/dl) se ha utilizado insulina regular
intraperitoneal en ddsis de 0’9 a 2’1 unidades por 100 grs. (AUER, 1984), y en
otras ocasiones 4 unidades por 100 grs. (ASTRUP, 1976).

Nosotros utilizamos en los grupos 3 y 4 de hipoglucemia 5 unidades de
insulina regular disuelta en 30 ml. de suero glucosado al 5% en infusién intravenosa
continua mediante la bomba de infusidon Perfusor Secura FT de la marca B. Braun,
para conseguir la hipoglucemia de forma mds rdpida y estable. Ello se hacia a las
dos horas de la cirugia en el grupo 3 e inmediatamente antes de la misma en el
grupo 4 manteniéndose la infusién durante 24 horas hasta el sacrificio del animal.
Al ser la respuesta de la glucemia variable entre los animales, era necesario regular
el flujo de la boma dependiendo de las determinaciones de la glucemia que se
realizaban periédicamente. Por la cirugia y la situaciéon de estrés, las ratas
desarrollaban hiperglucemia, por lo que para mantener una glucemia normal el grupo
2 de normoglucemia también necesitd insulina por la misma via.

Las determinaciones de glucemia se realizaron tras extraccién de 0’1 ml. de
sangre y su posterior centrifugado, y medicién en un aparato Beckman Glucose
Analyzer-2. Debido a estar todavia mas implantadas, se utilizaron para la glucemia
las unidades tradicionales de medida de mgrs/100 ml que pueden convertirse
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facilmente a las unidades internacionales SI teniendo en cuenta que 1 mmol/L son
18 mgrs/100 ml. Por lo tanto, mg/dl x 0,05551 = mmol/L.

Otra variable que debe ser controlada es la temperatura. Tras la cirugia y la
anestesia, las ratas sufren una reduccidn de su temperatura corporal, por lo que para
mantener la temperatura es necesario un ligero calentamiento externo que en nuestro
caso se hizo mediante una manta eléctrica. En el experimento de la glucemia se
consideré suficiente la medicion de la temperatura rectal de forma intermitente,
manteniéndose la temperatura rectal en los rangos de 37 + 1° C. Al estar todos los
animales sometidos a la misma cirugia y temperatura ambiente, se asumid que

existirian temperaturas cerebrales homogéneas entre los diferentes grupos.

En el experimento en el que la temperatura cerebral era la variable
independiente, se midié ademas de la temperatura rectal intermitentemente, la
temperatura cerebral de forma continua por una sonda para temperatura de la casa
Yellow Springs conectada al amplificador TEMP 806 del poligrafo Letica antes
citado. Dicha sonda era fijada bajo el misculo temporal y situada adyacente a la
craneotomia, donde se ha comprobado que la temperatura medida es un fiel reflejo
de la temperatura cerebral. En el grupo de hipotermia el objetivo era mantener la
temperatura cerebral aproximadamente 10 °C por debajo del grupo de normotermia.
La temperatura cerebral, probablemente por la isquemia y la pérdida de calor por
la craneotomia es inferior a la rectal (BUSTO, 1987). Como veremos, por este
motivo la temperatura cerebral del grupo de normotermia fue unos dos grados menor
que la rectal (que fue aproximadamente de 37 °C).

Para evitar ésta bajada espontdnea de temperatura, ¢l grupo normotérmico se
calenté suavemente con manta eléctrica como hemos dicho, mientras en el grupo de
hipotermia se enfriaba todo €l cuerpo del animal, por medio de bolsas heladas, de
manera que la sangre que llegara al cerebro tuviera una menor temperatura. Ademds
se enfriaba de manera especial el cerebro por medio de un tubo de plastico enrollado
alrededor de la cabeza, por el que se hacia circular agua helada a mayor o menor
velocidad segin la temperatura deseada. Asi se conseguia una temperatura cerebral
menor que la rectal, evitando las complicaciones cardiorespiratorias que se asocian
a la hipotermia sistémica profunda.
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C.4 CIRUGIA.

Como se ha referido en la introduccion, se utilizé el modelo de isquemia
focal de TAMURA (TAMURA, 1981a) de oclusién microquirirgica de la arteria
cerebral media que se realiz6 integramente bajo un microscopio WILD M 650 a una
amplificacién de 40 aumentos.

Explicamos brevemente los pasos que seguimos: tras anestesiar al animal,
hacer las mediciones basales (glucemia, temperatura) y situarlo en las condiciones
experimentales propias de su grupo, se cateterizd una arteria femoral para medicioén
de la presion durante la cirugia como se ha explicado mas arriba y en el caso del
experimento de la glucemia se cateterizé también una vena femoral para infundir el
suero glucosado con o sin insulina segin el grupo experimental. En ambos casos
utilizamaos un catéter de plastico de calibre fino (Abbocath 26 G). Tras rasurar la
zona, se hizo una incisién en la piel equidistante entre el canto externo ocular y ¢l
conducto auditivo externo (Figura 2A), y se retird el misculo temporal. Se cortd
un trozo de apdfisis cigomdtica, accediendo al craneo, donde se realizé una pequefia
craneotomia con una fresa dental. Se abrié la duramadre con una aguja, dejando al
descubierto la superficie cerebral y la arteria cerebral media (Figura 2B). Se
coaguld la arteria mediante pinzas de coagulador bipolar (Elektrotom MC-20 de la
casa Martin), ocluyendose en dos puntos: 2 mm. proximal a la cintilla ptica
(Figura 3A) para incluir a las arterias lenticuloestriadas y distal a la interseccitn de
la arteria cerebral media con la vena cerebral inferior, (Figura 3B) cortindose el
vaso para evitar la recanalizacién. De ésta manera, como se refiri6 anteriormente,
se produce infarto en el 100 % de los casos, y éste es homogéneo en cuanto a
extensién y localizacion, incluyendo la zona infartada no solo cortex cerebral sino
ademds ganglios basales (pues quedan ocluidas también las ramas lenticuloestriadas
de la arteria cerebral media).
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Figura 2A. Lugar donde se realiza la incisién. El campo quinirgico estd recuadrado.
Figura 2B. Campo quinirgico ampliado bajo microscopio. Areria cerebral media
{ACM) coagulada, suturada y cortada (flecha).
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Figura 3A. Superficie basal del cerebro, con lugar de oclusidn proximal de la ACM

(flecha). Tracto olfatorio (cabeza de flecha). Figura 3B. Superficie dorsal del
cerebro con lugares de oclusion proximal y distal de la ACM (flechas).
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En todos los casos la oclusion se realizd en la arteria cerebral media
izquierda. Posteriormente se cerrd el misculo temporal por planos, y posteriormente
la piel. En el experimento en ¢l que se modificaba la temperatura cerebral se dejaba
una sonda para medir temperatura fijada con seda quirtrgica al masculo temporal,
Tras comprobar que la tensién arterial era normal (mayor de 50 mm de Hg. de
tensién arterial media), se dejaba de medir tras la cirugia y se dejaba descansar al
animal en un cepo para ratas (LE 5022 de la casa Letica) las siguientes 24 horas
hasta su sacrificio, sin acceso al alimento para evitar que se pudiera modificar la

glucemia.
C.5 SACRIFICIO Y EXTRACCION CEREBRAL.

Las ratas fueron profundamente anestesiadas con el mismo anesiésico
utilizado para la cirugia, pero a una ddsis mayor (20 mgrs de valium, 50 mgrs de
Ketamina y 1 mgr de Atropina) e inmediatamente se realiz toracotomia con puncion
cardiaca del ventriculo izquierdo, clampaje de la cava inferior a su llegada a la
auricula derecha, e incisién de la misma para permitir la circulacién del fijador
infundido. A continuacién se inyectd en el ventriculo izquierdo suero heparinizado
en una pequefia cantidad para evitar el artefacto conocido como cambio celular
hidrépico (BRIERLY, 1973), seguido de la perfusién "in vivo" de 50 ml de formol
al 10 % a baja presidon mientras el corazén permanecia latiendo y por tanto
propulsando el fijador. Posteriormente se decapitaba el animal y se extraia €l cerebro
teniendo gran cuidado en no tocar la corteza cerebral para evitar el artefacto llamado
de las "neuronas oscuras" (CAMMERMEYER, 1961). El cerebro se dejaba en
formol al 4 % al menos una semana para su perfecta fijacion.

C.6 METODOS HISTOLOGICOS.

Previamente a comenzar este ensayo se realizaron de forma piloto tinciones
enzimiticas en varios cerebros con cloruro de trifeniltetrazolium
(BEDERSON, 1986b; LUNDY, 1986), que al teiiir solo las células con su contenido
enzimético conservado, permite delimitar bien las dreas de infarto, que guedan
pélidas al carecer de enzimas. Comprobamos que ésta zona pdlida se corresponde
bien con la zona de alteracién histolégica de la hematoxilina-eosina, como han visto
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otros autores. Sin embargo, para no destruir las enzimas, es necesario cortar el
cerebro sin fijar, por 1o que es muy friable vy si se realizan cortes finos como se hizo
en este caso para que el calculo del volumen fuera muy exacto, se producen
arterfactos de corte. Por ello hemos preferido la histologia convencional, en
tinciones de hematoxilina-eosina con los criterios de necrosis celular habituales,
como hacen la mayoria de los autores. Es necesario evitar el "cambio celular
hidrépice” que se observa cuando se producen retrasos de fijacion, y para elio
utilizamos una fijacién intravascular “in vivo”.

En cortes sagitales, con una lupa de pocos aumentos, pueden delimitarse
algunas estructuras cerebrales, y mds en concreto el caudoputamen, que como
veremos, mediamos por separado (Figura 4). La zona de infarto se vefa
macroscopicamente como una zona mas pdlida, que en general se definia bien con
la lupa (Figuras 5 A-H).

Figura 4. Areas anatomicas identificadas en un corte sagital del cerebro de rata a
nivel de la comisura anterior. Area 1: cOrtex piriforme. Area 2: cortex insular. Area
3: cortex parietal. Area 4: dreas corticales de {a pata trasera y delantera. Area 5.
cortex frontal y cingular. Area 6: caudoputamen. Area 7: globo palido. Area 8. area
predptica (medial y lateral). 1C: cdpsula interna. F: tornix. DB: banda diagonal. PC:
cortex piriforme. AC: comisura anterior (tomado de: GARCIA, 1993).
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Figura 5 (A-H). Cortes sagitales de cerebro de rata en sentido anteroposterior
tefiidos con hematoxilina-eosina, separados por 1 mm. El drea de infarto es mds
palida y estd en el hemisferio izquierdo (lado izquierdo de las figuras), con el borde
medial sefialado con cabezas de flecha.
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Cuando habia dudas se recurria a los cambios isquémicos neuronales
convencionales en microscopfa Optica que consisten en neuronas retraidas y
anguladas, eosinofilia citoplasmica y picndsis nuclear (LITTLE, 1974). Estos
cambios de microscopia Optica corresponden en microscopia electrénica (que no
utilizamos en nuestro experimento) a un aumento de densidad de la matriz
citopldsmica y nuclear, fragmentacién de los lisosomas a las 12 y de las membranas
a las 24 horas. Ultraestructuralmente las mitocondrias sufren balonizacion.

C.7 MEDICIONES DE AREAS Y VOLUMENES CEREBRALES,

Tras fijar el cerebro en formol, se separd el cerebelo y tronco que no
entraban en las mediciones. Se cortaron con cuchilla y bajo lupa dptica los
hemisferios cerebrales en seis bloques de igual grosor por medio de cortes coronales
perpendiculares al eje anteroposterior. Los hemisferios cerebrales de la rata miden
en dicho eje anteroposterior aproximadamente 12 mm., por lo que cada blogue tenfa
un grosor de alrededor de 2 mm. Dichos bloques eran procesados de forma
convencional para histologia ¢ incluidos en parafina, haciéndose una preparacion
con el microtomo de la cara posterior de cada bloque y desgastindolo hasta la mitad
. para-sacar otra preparacién a mitad del blogue, excepto en el filtimo blogue en el
que la cara posterior del blogue coincidia con la del hemisferio, por lo que su
superficie era cero y solo se sacaba la preparacion de la mitad del bloque.

Asi tenfamos 11 preparaciones histolégicas, que tefiimos con hematoxilina-
. eosina,-yien las que mediamos 4reas de cerebro normal y de infarto, como veremos
en la seccién de variables dependientes. De cada bloque de 2 mm. resultaban dos
preparaciones, que por lo tanto estaban hechas cada 1 mm., y multiplicando cada
area por esta cantidad y sumdndolas todas tenfamos el volumen cerebral tanto de
todo el cerebro, como de algunas estructuras que se median por separado (ganglios
basales, corteza total, corteza pre y post-rolidndica, ventriculos, artefacto) asi como
del infarto total y del que afectaba a las diferentes partes del cerebro.

Al tener 11 preparaciones (en realidad muchas mas, pues se sacaban tres
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cortes de cada una por si habia algiin defecto de procesamiento) de cada uno de los
81 animales que se estudiaron entre los dos experimentos, obtuvimos 891
preparaciones, y sobre cada una de ellas se realizaron las mediciones. De cada
preparacion se midieron drea cerebral total, drea de ganglios basales en ambos
hemisferios, drea de infarto total y de infarto de ganglios basales y drea ventricular,
"y area de artefacto si existia, por lo que sobre las 891 preparaciones se determinaron
- 5346 parametros.:Cada pardmetro era el resultado de promediar 3 mediciones, por
lo que hubieron de hacerse 16.038 mediciones. Con éstas determinaciones se
calcularon los volimenes de infarto que constituian las variables dependientes, asi

como el volumen cerebral total.

* Las mediciones se realizaron por medio de un programa de ordenador de
morfometria (VIDS V de la casa Synoptics instalado en un ordenador IBM 8580-
OH) por medio de un microscopio Nikon al que estaba conectada la camara de video
TK-1070 E de la casa JVC que proyectaba su imagen en una pantalla, donde se
podia medir por medio de una tabla con raton.

C.8 DEFINICION DE LAS VARIABLES.

C.8.1 VARIABLES EN EL EXPERIMENTO SOBRE
GLUCEMIA E INFARTO CEREBRAL,

En . el .experimento sobre glucemia e infarto cerebral, la variable
independiente que modificamos en los grupos experimentales es la glucemia. La que
denominamos variable independiente principal, por considerarla la mis
representativa de la glucemia, es la glucemia ponderada en el tiempo
(GLUCEMP), pues como se ha referido, los intervalos entre los que se media la
glucemia no eran iguales. Para calcularla, cada valor se multiplicé por el intervalo
hasta la siguiente medicion en horas y se dividié por las 24 horas que duraba el
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experimento. Otra variable independiente que se determiné fue la media aritmética
de las glucemias (GLUCEMM). La glucemia basal (GLUCEMB) no era manipulada
excepto en el grupo 4 de hipoglucemia previa en el que la hipoglucemia se
provocaba antes de la determinacién basal de la glucemia. En todos los grupos la
glucemia basal era previa a la cirugia.

+-Las~variables ‘dependientes  han' sido diferentes mediciones del volumen de
infarto. cerebral. . En ‘concreto la varible dependiente principal era el volumen
proporcional de infarto (VOLPROI), que consistia en el porcentaje del volumen
cerebral total que sufria infarto. Se calculaba asi para evitar ‘que hubiera ratas que
tuvieran mayor volumen de infarto por el hecho de tener mayor peso corporal y
‘mayor volumen cerebral. Por ello le dimos mds valor a esta variable que a la del
-volumen total de infarto (YOLTOI). Para hacer éste cilculo tuvimos que calcular por
planimetria el volumen cerebral total (VOLTCP).

Como en los cerebros el volumen ventricular es distinto de una a otra rata
y en algunas ratas habia un pequefio artefacto en la superficie cerebral donde se
realizaba la coagulacién del vaso, nos preguntamos si las diferencias que hubiera
entre los grupos respecto al volumen proporcional de infarto se mantendrian si se
“calculara de nuevo el volumen proporcional de infarto tras restar del volumen

" cerebral total el artefacto-(VOLPI-A), el volumen ventricular (VOLPI-V) o ambos

(VOLPIL-VA).

Nos interesaba también saber si las diferentes condiciones experimentales
afectaban de manera desigual a las distintas zonas cerebrales irrigadas por la arteria
- ‘cerebral ‘media. *Para-ello‘se calculé el-volumen total de infarto en los ganglios

basales (VOLTIGB) y el porcentaje del infarto que correspondia a los ganglios
basales . sobre. el volumen cerebral total (VOLPIGB) siguiendo una atlas
- estereoataxico de cerebro de rata (PELLIGRINO, 1979) (ver Figura 4). Asimismo
~ calculamos el volumen total de infarto de la corteza cerebral (VOLTICOR), y ¢l
porcentaje de infarto que correspondia a la corteza (VOLPICOR), asi como qué
porcentaje del infarto cortical era anterior (VOLIPRES) al surco de Rolando, y
cuinto era posterior (VOLIPOS).
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Existian también una serie de variables a controlar que queriamos saber si
estaban distribuidas de forma no homogénea en los diferentes grupos por si hubieran
podido sesgar los resultados. Estas variables eran: el peso, désis por 100 grs. de
anestésico {(atropina, diacepam, ketamina que constituian las variables ATRO100,
DIAC100 y KETAI100), volumen de artefacto (VOLART) y volumen de los
ventriculos (VOLVENT). Otras variables que se midieron en este experimento
fueron el pH, pO, y-pCO, "en sangre arterial, la hemoglobina inicial (HBI) y final
(HBF), asi como la diferencia entre ellas (IHB). Ya adelantamos que no hubo
diferencias significativas entre los grupos respecto a estos parametros excepto en el
caso del peso, por lo que para corregir cualquier sesgo se utizd como se ha referido
el porcentaje de volumen cerebral infartado (VOLPROI) como variable dependiente
principal.

C.8.2 VARIABLES EN EL EXPERIMENTO SOBRE TEMPERATURA
E INFARTO CEREBRAL.

Se calcularon igual que en el experimento anterior sobre la glucemia, tanto
~"la 'variable:~dependiente - principal (el volumen proporcional de infarto,
VOLPROI), como el resto de las variables dependientes (mediciones del volumen
de infarto total: VOLTOI; mediciones del infarto total y proporcional de ganglios
basales: VOLTGB y VOLPIGB; mediciones del infarto total y proporcional de
corteza y de corteza: VOLTICOR y VOLPICOR; mediciones del infarto anterior y
- posterior al surco de Rolando: VOLIPRES 'y VOLIPOS).

Se utilizaron también algunas de las mismas variables de control que en ¢l
experimento anterior: peso, désis por 100 grs. de los tres componentes de anestésico
y volumen de artefacto y ventricular. Como veremos, en ninguna de ellas,
incluyendo el peso, hubo diferencias significativas entre los grupos.

La variable independiente principal que se modific6 fue la temperatura
cerebral ponderada en el tiempo (TEMPPC) calculada promediando diez valores
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de temperatura cerebral sacadas de un registro continuo de temperatura cerebral.
Otras variables independientes secundarias propias de éste experimento fueron:
temperatura cerebral media (TEMPMC) que al no estar ponderada en el tiempo se
veia mas influida por desviaciones aunque fueran de breve duracién, y las
temperaturas rectal ponderada en el tiempo y temperatura media rectal (TEMPPR
y TEMPMR) que mostraban a la temperatura a la que habia estado el resto del
-organismo ‘durante el experimento y que se median al tiempo que la temperatura
cerebral.

C.9 METODOS ESTADISTICOS.

C.9.1 METODOS ESTADISTICOS EN EL EXPERIMENTO
SOBRE GLUCEMIA E INFARTO CEREBRAL.

Para dar contestaciébn a las preguntas planteadas en el capitulo de
OBJETIVOS, se disefid un experimento de laboratorio que permitiese la
comprobacion de estos extremos.. Con las condiciones especificadas en el apartado
C.2 GRUPOS EXPERIMENTALES, se establecieron cuatro grupos experimentales:

* Grupo 1 (HIPERGLUCEMIA): Se provoca una hiperglucemia dos horas tras
haber provocado el infarto cerebral. 14 animales.

* Grupo 2 (NORMOGLUCEMIA): Se mantiene la glucemia en limites normales
- controlandola desde dos horas después de que se provoca el infarto cerebral. Si es
necasario se utiliza insulina para contrarrestar la hiperglucemia reactiva al estrés. 7
animales.

*Grupo 3  (HIPOGILLUCEMIA POSTERIOR): Se provoca una hipoglucemia por
medio de insulina intravenosa a las dos horas de provocar el infarto cerebral. 8
animales.
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*Grupo4  (HIPOGLUCEMIA PREVIA): Se provoca una hipoglucemia con
insulina intravenosa inmediatamente antes de provocar el infarto cerebral. 10
animales.

Se asignaron los animales a estos grupos de forma aleatoria y se analizaron
los volimenes de infarto cerebral desconociendo al medirlos varios dias o semanas
- :después-de sacrificar-el-animal ; el grupo:experimental al que correspondia el cerebro
- analizado y los niveles de glucemia que habia tenido.

El nivel de glucemia que manipuldbamos constituyé 1a variable independiente.
El volimen de infarto cerebral constituyé la variable dependiente. En concreto la
“variable dependiente principal-era la proporcién del volumen cerebral total que sufria
infarto (VOLPROI), por las razones que se han expuesto mds arriba. El resto de los
volimenes de . infarto constituian las variables dependientes secundarias, y las
variables de control de las condiciones experimentales, tal como se ban definido en
el apartado C.10.1 de definicién de variables en el experimento de la glucemia y la
temperatura.

Los grupos de investigacién abarcaban todas ias variaciones posibles de la
glucemia, incluyendo la normoglucemia, lo que permitiria comparaciones entre ellos.

La escala de medida natural de las variables tanto independientes como
- dependientes iba a ser la numérica continua lo que facilitaria los célculos y métodos
estadisticos a utilizar.

-Se considerd un nivel de significacién de p -< 0,05 para todas las pruebas
- estadisticas utilizadas.

- Todos los cilculos se realizaron con el paquete estadistico SPSS versién 5.1
con los distintos procedimientos que se irdn sefialando en su lugar.

Para la primera pregunta enunciada en OBJETIVOS, consistente en si los
niveles de glucemia mantenian una relaciéon con las variables dependientes (volumen
de infarto), estudiariamos dicha relaciébn por medio de una regresidn simple
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bivariante de las variables dependientes sobre las independientes. Como en el grupo
4 de hipoglucemia previa a la provocacion del infarto las cifras de glucemia no eran
comparables a las de los otros grupos, pues tenian un patrén temporal diferente, se
excluy6 de este andlisis y se aplazé para la comparacion entre grupos. Por medio de
este cuarto grupo se intentaria responder a la segunda pregunta, referente a la
influencia del patrén temporal de la hipoglucemia.

La tercera pregunta consistia en determinar cémo influian distintos niveles
de glucemia, caracterizados en cuatro grupos, en el volumen de infarto cerebral,
Esto requiere un analisis de la varianza de un factor, con el que estudiariamos si
existian diferencias de volumen de infarto entre los grupos, y si éste era el caso,
hariamos "comparaciones - entre los cuatro grupos por medio de un test de
- comparaciones multiples que juzgamos oportuno fuera el de Student-Neumann-Keuls.

Unas cuestiones preliminares de procedimiento nos obligarian a comprobar
la ‘distribucién de las variables ya que se dispondria de escaso nimero de
participantes, cosa comprensible en estudios de experimentacién animal con modelos
complejos como el utilizado, y podrfa ser critica la aplicacién de célculos
- paramétricos. Igualmente comprobariamos si se habfan caracterizado bien sobre la
realidad los grupos de “estudio. Todo ello se detalla en el apartado de
RESULTADOS.

C.9.2 METODOS ESTADISTICOS EN EL EXPERIMENTO
< SOBRE TEMPERATURAE INFARTO CEREBRAL.

.. La variable .independiente que manipulamos es en este caso a temperatura,
por los medios que se explican en MATERIAL Y METODOS. Las variables
dependientes son los volimenes de infarto cerebral, y al igual que las variables
secundarias a contolar, son las mismas que en el estudio anterior excepto que en este
caso no se controlaron el pH y gases ni la hemoglobina inicial, aunque si la final.
Era conveniente limitar el nimero de extracciones sanguineas para evitar
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hipotensiones, dado que la rata tiene un volumen circulante pequefio y en este

experimento los animales no recibian liquido intravenoso.

Al igual que en el experimento de la glucemia, las variables tienen en todos
los casos medida numérica y su andlisis se realizé con el paquete estadistico SPSS
version 5.1.

Inicialmente se estudiaria la relacion entre las variables independientes
(temperatura) y las dependientes (volumen de infarto cerebral) por medio de un
andlisis de regreston simple bivariante. Posteriormente se analizaria si comparando
los dos grupos (normotermia e hipotermia) por medio del test ¢ de comparacion de
medias de Student se observaban diferencias respecto a la variable dependiente

(volumen de infarto cerebral).

Previamente era necesario comprobar si las variables se ajustaban a una
distribucion normal y si los dos grupos estaban bien caracterizados respecto a la
temperatura, lo que tratamos a continuacion en el apartado de RESULTADOS.
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D.1 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO SOBRE GLUCEMIA E INFARTO
CEREBRAL.

D.1.1 AJUSTE DE LAS VARIABLES A LA DISTRIBUCION NORMAL

Como hemos dicho, todas las variables son numéricas. Se procede a
comprobar si tienen una distribucidn normal, ya que la muestra no es muy numerosa
(39 casos) y si la distribucién no fuera normal podria resultar dudosa la aplicacién
.~ a-ella de.los célculos paramétricos que pretendiamos hacer.

Las comprobaciones se realizaron mediante la observaciéon de las
estadisticas descriptivas, con sus valores de kurtosis y asimetria y mediante la
aplicacién del test de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnoff que debia tener una
significacion menor de 0.05.

Todas las variables se ajustaban a una distribucion normal excepto las
variables independientes GLUCEMM, GLUCEMP (0.0492), las variables
.- dependientes VOLPIGE,; VOLTIGB, y la variable secundaria ATRO100. Estas
variables por lo tanto se estudiarian mediante tests no paramétricos.

- D.1.2 REGRESION LINEAL SIMPLE.

Se efectud un andlisis de regresioén simple bivariante, de las variables
independientes sobre las dependientes de los tres primeros grupes dado que el
cuarto, como se ha dicho no era comparable, al haber sido modificadas las variables
independientes con diferente cronologia. No se tuvo en cuenta por tanto de momento
la existencia de estos tres grupos de estudio.
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No se encontrd una correlacion lineal significativa entre las variables
independientes y las dependientes lo que parece indicar que en este modelo no existe
una relacion lineal entre los incrementos o disminuciones de la glucosa y el volumen
del infarto cerebral.

Tampoco existe una correlacion lineal significativa entre las variables
v secundarias-a controlar, 'y las-dependientes, 1o que nos hace pensar que las variables
secundarias no influyeron en los resultados del experimento, y por tanto no
contaminan resultados de posteriores andlisis.

D.1.3 EXAMEN DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

El siguiente paso fue determinar si los ires grupos de estudio estban
bien caracterizados como grupos individuales con respecto a todas las variables
independientes (o a los diferentes aspectos que adquiere la variable independiente),
para ver si se habian conseguido unas condiciones de validez interna del

experimento.

Se muestra en los siguientes grificos de cajas (Graficos 1-3) Ia
caracterizacion de las variables independientes. En dichos graficos la caja abarca el
75% de la muestra, que queda comprendida en su .totalidad por las lineas
horizontales superior e inferior. La linea.en el interior de la caja es la mediana y por

-~ 1o-tanto -dividela-muestra-en dos mitades con igual mimero de sujetos.

Como se muestra a.continuacion para la variable GLUCEMM, existe una
~.distribucién adecuada para cada grupo, y los valores de la hiperglucemia, como solo
. tienen limite inferior, son légicamente mas dispersos que los de la normoglucemia
o los dos de la hipoglucemia, que se encuentran en los limites estrechos

preestablecidos.
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Yariable GLUCEMM (glucemia, media aritmética):

Como puede observarse a continuacién (Grafico 1; Tabla 1), la distribucién
de los tres grupos con respecto a la variable GLUCEMM (la media aritmética de
todos los valores de glucemia) es buena, estando situado el grupo 1 de hiperglucemia
por encima del 2 de normoglucemia, y éste por encima de los dos de hipoglucemia,
como se supone que debe suceder. Al no seguir la variable una distribucion normal,
se aplicé un test no paramétrico (test de Kruskal-Wallis) para comparacion de
medias, el cual establece que hay diferencias significativas entre la glucemia media
de los tres grupos con niveles de significacion de p < 0,0001
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Tabla 7. Diferencias de los 4 grupos de estudio por el parédmetro GLUCEMM,

GRUPOS N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR {KRUSKAL-
WALLIS)
1-HIPERGLUCEMIA 14 220,117 24,186 Chi® =
2-NORMOGLUCEMIA 7 95,427 4,494 32,187
3-HIPOGLUCEMIA 8 64,862 4,935 p < 0,0001
POSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 49,984 4,725
PREVIA

Variable GLUCEMP (glucemia, media ponderada en el tiempo):

Con respecto a esta variable y lo mismo que ocurria con la anterior, los
grupos se sitlian de una manera descendente como cabe esperar que suceda (hiper-,
normo-, hipoglucemia) y podemos ver en el grifico siguiente (Grafico 2).

.Como se.explico.en MATERIAL Y METODOS, la variable GLUCEMP
(glucemia media ponderada en el tiempo) resulta de promediar los valores de
glucemia e introducir un factor corrector del tiempo que se ha mantenido dicho valor
de glucemia (cada valor de glucemia se multiplica por el mimero de horas de las 24
que se ha mantenido dicho valor, y luego se divide por 24).

Al tener en cuenta el tiempo, es la variable independiente que nos parece que
refleja mejor la realidad, por lo que la hemos utilizado para clasificar los 4 grupos
en hiper, normo o los 2 de hipoglucemia. Vemos por una linea en el grafico trazada
al nivel de 70 mg/dl como éste valor separa los grupos de hipoglucemia de los
demas.

La comparacion de las medias nos dice que los grupos son diferentes desde
el punto de vista estadistico, como puede verse en la siguiente tabla (Tabla 2).
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Tabla 2. Diferencias de los 4 grupos de estudio por el parametro GLUCEMP.

GRUPOS N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR (KRUSKAL-
WALLIS)
1-HIPERGLUCEMIA 14 245,745 35,458 Chi?=
2-NORMOGLUCEMIA 7 88,877 6,390 32,187
3-HIPOGLUCEMIA 8 46,848 5,431
POSTERIOR p < 0,0001
4-HIPOGLUCEMIA 10 44,503 © 6,950
PREVIA
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Dado que el test de Kolmogorov-Smirnov para ajuste a la distribucién normal
dié un valor limite para esta variable (p=0,0492), y el test de Levene mostré
inhomogeneidad de varianzas, se realizé test no paramétrico (test de Kruskal-Wallis)
gue mostrd que existian diferencias significativas entre los grupos con respecto a esta

variable.

Variable GLUCEMB (glucemia basal):

Como puede verse en el griafico y tabla siguientes (Grafico 3, Tabla 3) la
glhucemia inicial o basal (GLUCEMB), era menor en el grupo 4 de hipoglucemia
previa, mientras que en el resto no habia grandes diferencias.
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Tabla 3. Diferencias de los 4 grupos de estudio por el parémetro GLUCEMB.

=
GRUPOS N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
1-HIPERGLUCEMIA 14 148,785 12,568 F=
2-NORMOGLUCEMIA 7 133,428 9,012 18,68
r_
3-HIPOGLUCEMIA 8 120,626 9,039 p < 0,0001
POSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 48 55676
PREVIA
MORTALIDAD.

Como puede verse en la tabla siguiente, las diferencias en cuanio a

mortalidad no-son estadisticamente- significativas.

Tabla 4.

Diferencias de mortalidad entre los 4 grupos.

GRUPOS N MUERTES PORCENTAJE CONTRASTE
. 1-HIPERGLUCEMIA 14 3 21,428 Chi?
2-NORMOGLUCEMIA 7 1 14,285
3-HIPOGLUCEMIA 8 1 12,25 p= 0,879
POSTERIOR

4-HIPOGLUCEMIA 10 1 10 {n. s.)

PREVIA
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D.1.4 ANALISIS DE LA VARIANZA.

El siguiente paso, que debia constituir el cuerpo del experimento, fue
practicar un andlisis de la varianza de un factor, con el test de Student-Neuman-
' Keuls para comparaciores multiples que enfrentara los 4 grupos en estudio respecto
-a las: variables - independientes manipuladas y las dependientes resultado de Ia
manipulacion.

Cuando aplicado el test de Levene no existia homogeneidad de varianzas (p
< 0,05), se aplico un test no paramétrico (test de Kruskal-Wallis). Esto sucedié con
las - siguientes -.variables: ATROI1CGO0 . (secundaria), VOLPIGB, VOLTIGB
(dependientes) y GLUCEMM, GLUCEMP las dos ultimas ya analizadas con este
test en el apartado anterior.

No existen diferencias significativas entre 10s cuatro grupos respecto a las
siguientes variables: ATRO100, DIACI100 (atropina y diacepam en anestésico por
100 grs. de poso de rata), HBF, HBI, THB{ hemoglobina inicial, final y su
diferencia), pCO,, pO, (presiones parciales de anhidrido carbénico y oxigeno),
PESO, VOLART, VOLVENT (volimenes de artefacto y ventricular), VOLPICOR,
VOLTICOR (volumenes ponderado y total de infarto cortical). Todas estas variables,
(exceptuando las dos ultimas) son variables secundarias a controlar, y por tanto, al
estar distribuidas homogéneamente entre’ los grupos, no es probable que hayan
contaminado el experimento.

- Globalmente los 4 :grupos.de estudio son significativamente diferentes
-Tespecto a las siguientes variables dependientes (Tabla 5), cuyas abreviaturas pueden
consultarse en las piginas iniciales. Podemos ver que entre estas variables que
difieren entre los grupos, se halla la variable dependiente principal VOLPROI
{volumen de infarto proporcional al volumen cerebral total), por lo que puede
decirse que las distintas condiciones experimentales se asocian a infartos cerebrales
de distinto tamafio.
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Tabla 5. Los 4 grupos son significativamente distintos
respecto a las siguientes variables.

VARIABLE SIGNIFICACION (F)

VOLPROI 0,0297
VOLTOTI 0,0078
VOLPROI-A 0,0295
VOLPROI-V 0,0311

VOLPROI-VA 0,0306

VOLIPRES 0,0094
VOLIPOS G,0098
VOLPIGB 0,0011
VOLTIGB 0,0006
VOLTCP 0.0002

Pasamos ahora a analizar para cada una de las variables dependientes en las
“que ‘existe diferencia significativa, los grupos concretos entre {os cuales se produce
" dicha - diferencia.” Como anteriormente, se ha utilizado el test para comparacién
muiltiple de medias de Student-Neumann-Keuls, cuyos resultados se expresan en las
Tablas 8-28.
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VOLUMEN DE INFARTO PROPORCIONAL AL VOLUMEN CEREBRAL
TOTAL (VOLPROI) Y VOLUMEN TOTAL DE INFARTO (VOLTOI).

Las dos primeras tablas (Tablas 6 y 7), reflejan la estadistica descriptiva

(media y desviacion estdndar) de las dos variables dependientes volumen
proporcional de infarto (VOLPROI) y volumen total de infarto (VOLTOI).

Tabla 6. Estadistica descriptiva del volumen proporcional de infarto (VOLPROI)

GRUPO N MEDIA DESVIACION
ESTANDAR
1-HIPERGLUCEMIA 14 11,147 5.409
2-NORMOGLUCEMIA 7 8,687 6,487
3-HIPOGLUCEMIA 8 11,936 6,093
POSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,740 4,693
PREVIA

Tabla 7. Estadistica descriptiva del volumen total de infarto (VOLTOI).

GRUPO N MEDIA DESVIACION
ESTANDAR
1-HIPERGLUCEMIA 14 144,441 73,632
2-NORMOGLUCEMIA 7 103,497 93,284
3-HIPOGLUCEMIA 8 159,546 76,874
POSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 47,594 50,512
PREVIA
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Como puede observarse en las cuatro tablas que siguen, tanto el volumen
total de infarto (VOLTOI), como el volumen proporcional al volumen cerebral total
(VOLPROI), variable que consideramos come Ia méds relevante entre las
dependientes, son significativamente menores en el grupo 4 en el que se produjo la
hipoglucemia previamente a la oclusién de la arteria cerebral media, que en el grupo
3 de hipoglucemia (provocada después de la oclusién de la arteria cerebral media)
y que en el grupo .1 de hiperglucemia.

El grupo 4 de hipoglucemia previa tiene voliimenes proporcionales de infarto
(VOLPROI, Tabla 6) aproximadamente de la mitad que el grupo 2 de
normoglucemia, la situacion de referencia. Aunque la diferencia entre ambos no es
‘estadisticamente significativa (probablemente por que el nimero de sujetos es bajo),
una diferencia tan importante sugiere un efecto beneficioso de la hipoglucemia
previa, el grupo con menores volimenes de infarto de los estudiados.

Por ello, las diferencias significativas (siempre utilizando el test de Student-
Neumann-Keuls) que se muestran en las siguientes Tablas 8-11 pueden interpretarse
como que la hipoglucemia previa al infarto cerebral (grupo 4) ejerce un papel
protector, y que la hiperglucemia {grupo 1) y la hipoglucemia tras ¢l infarto (grupo
3), que son las situaciones con mayores volimenes de infarto cerebral, aumentan la
extension de dicho infarto.

Tabla 8. Diferencias significativas en Volumen proporcional de infarto (VOLPROI).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALD
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,740 1,484 1,38 a 8,09
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 11,936 2,154 6,84 817,03
POSTERIOR
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Tabla 9. Diferencias significativas en Volumen proporcional de infarto (VOLPROIJ).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALQ
ESTANDAR CONF, 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,740 1,484 1,38 a 8,09
PREVIA
1-HIPERGLUCEMIA 14 11,147 1,445 8,02 a 14,27

Tabla 10. Diferencias significativas en Volumen total de infarto (VOLTOI).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALOQO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 47,694 156,973 11,45 a 83,72
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 159,54 27,179 96,27 2 223,81
POSTERIOR
Tabla 11. Diferencias significativas en Volumen total de infarto (VOLTOI).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 47,694 15,873 11,45 a 83,72
PREVIA
1-HIPERGLUCEMIA 14 144,44 19,6562 101,98 a 186,89
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VOLUMENES DE INFARTO EXCLUYENDO EL ARTEFACTO (VOLPROI-
A), EXCLUYENDO EL VOLUMEN VENTRICULAR (VOLPROI-V) Y
EXCLUYENDO AMBOS (VOLPROI-VA).

Como se ve en las seis tablas que siguen (Tablas 12-18), las diferencias que
acabamos de referir arriba entre €l grupo 4 de hipoglucemia previa y tanto el grupo
1 de hiperglucemia como el grupo 3 de hipoglucemia posterior al infarto cerebral,
se mantienen después de restar al volumen cerebral total, elementos que pudieran
haber contaminado el experimento, como son el artefacto quirdrgico producido (si
es que se produjo), el volumen ventricular, y la suma de ambos.

Tabla 12. Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo el artefacto (VOLPROI-A).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,750 1,482 1,39 a 8,10
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 11,942 2,153 6,48 a 17,03
POSTERIOR
Tabla 13. Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo el artefacto (VOLPROI-A).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,750 1,482 1,39 a 8,10
PREVIA
3-HIPERGLUCEMIA 14 11,180 1,448 8,05 a 14,31
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Tabla 14. Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo los ventriculos (VOLPROI-V),
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-RIPOGLUCEMIA 10 9,33 0,982 7.34a11,31
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 12,006 2,159 6,90 a17,11
POSTERICR
Tabla 15, Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo los ventriculos (VOLPROI-V).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 9,33 0,982 7.34a 11,31
PREVIA
3-HIPERGLUCEMIA 14 11,302 1,458 8,15 a 14,45
Tabla 16. Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo los ventriculos y el artefacto (VOLPROI-VA).
GRUPQS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 4,834 1,635 1,35 a 8,30
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 12,011 2,168 6,90 a 17,11

POSTERIOR
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Tabla 17. Diferencias significativas en Volumen total de infarto
excluyendo los ventriculos y el artefacto (VOLPROI-VA).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO

ESTANDAR CONF. 95%

4-HIPOGLUCEMIA 10 4,834 1,635 1,35 a 8,30
PREVIA

3-HIPERGLUCEMIA 14 11,332 1,460 8,17 a 14,48

Tabla 18. Diferencias significativas en Volumen total de infarto (VOLTO/).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 47,594 15,973 11,45 a 83,72
PREVIA
1-HIPERGLUCEMIA 14 144,44 19,652 101,98 a 186,89

VOLUMEN DE INFARTO PRE Y POSTROLANDICO (VOLIPRE Yy
VOLIPOS).

Aproximadamente la mitad anterior de la corteza irrigada por la arteria
cerebral media es prerolandica y la mitad posterior es postrolandica. Para averiguar
st en dicha corteza existen zonas en las que las condiciones experimentales pudieran
aumentar o disminuir el infarto cerebral (y por lo tanto cambiar la distribucion del
mismo) se midid el volumen de infarto que era anterior a la cisura de Rolando, y el
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volumen que era posterior a la misma. Aqui la medida no es un volumen sino el
porcentaje de infarto cortical que es anterior vy el que es posterior a la cisura de
Rolando.

Vemos en las cuatro tablas siguientes (Tablas 19-22), que en el grupo 4 con
hipoglucemia previa a la cirugia la mayor proporcién del infarto es anterior a la
cisura de Rolando, mientras que en los grupos 1 de hiperglucemia y 3 de
hipoglucemia posterior al infarto, la mayor parte del infarto se sitda posterior a dicha
cisura, Por lo tanto, la hipoglucemia previa parece reducir el infarto especialmente

en el drea de la arteria cerebral media posterior a la cisura de Rolando.

Tabla 19. Diferencias significativas en proporcién del volumen de infarto
anterior a Ia cisura de Rolando (VOLIPRES).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 60,145 5,907 46,78 a 73,50
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 38,482 7.349 21,10 a 55,86
POSTERIOR

Tabla 20. Diferencias significativas en proporcién del volumen de infarto
anterior a la cisura de Rolando (VOLIPRES).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 60,145 5,907 46,78 a 73,50
PREVIA
3-HIPERGLUCEMIA 14 37,772 7,142 28,82 a 46,72
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Tabla 21. Diferencias significativas en proporcidn del volumen de infarto
posterior a la cisura de Rolando (VOLIPOS).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 37,736 5,802 26,38 a 53,08
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 61,508 7,348 44,13 a 78,88
POSTERIOR

Tabla 22. Diferencias significativas en proporcion del volumen de infarto
posterior a la cisura de Rolando (VOLIPOS).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 37,736 5,902 26,38 a 63,08
PREVIA
3-HIPERGLUCEMIA 14 62,007 4,181 52,97 a 71,04
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VOLUMEN TOTAL DE INFARTO DE GANGLIOS BASALES (VOLTIGB) Y
PROPORCIONAL (VOLPIGB) AL VOLUMEN CEREBRAL TOTAL.

El infarto cerebral se clasificé en cortical y de ganglios basales. El infarto

‘de ganglios basales - se' comparé para los diferentes grupos.

En las tablas siguientes (Tablas 29 y 30) se comprueba que se mantienen las

diferencias anteriores: en el grupo 4 de hipoglucemia previa el infarto de ganglios

basales es significativamente menor que en los grupos 1 de hiperglucemia vy el 3 de

hipoglucemia tras el infarto cerebral.

Tabla 23. Diferencias significativas en el volumen proporcional de infarto
de ganglios basales (VOLPIGE).

GRUPOS N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR {KRUSKAL-
WALLIS)
1-HIPERGLUCEMIA 14 2,375 0,476 Chiz=
2-NORMOGLUCEMIA 7 1,081 0,689 16,770
3-HIPOGLUCEMIA 8 2,370 0,441 p < 0,0001
FOSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 0,074 0,051
PREVIA
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Tabla 24. Diferencias significativas en el volumen total de infarto
de ganglios basales {VOLTIGB).

GRUPOS N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR (KRUSKAL-
WALLIS)
1-HIPERGLUCEMIA 14 30,324 6,054 Chi?=
2-NORMOGLUCEMIA 7 12,474 6,705 18,368
3-HIPOGLUCEMIA 8 32,492 6,408 p= 0,0004
POSTERIOR
4-HIPOGLUCEMIA 10 0,802 0,580
PREVIA

VOLUMEN CEREBRAL TOTAL CALCULADO POR PLANIMETRIA
(VOLTCP).

El volumen cerebral podia calcularse como el volumen de fluido que
desplaza el cerebro al ser sumergido en €l, pero éste método nos parecié inexacto,
al tener el cerebro un-volumen tan pequefio (alrededodr de 1 ml.). Ademds, para
tener una mayor homogeneidad en los métodos, quisimos usar el utilizado para el
resto de las mediciones, incluido el volumen de infarto. Por ello se empled la
planimetria con el aparataje y métodos sefialados en la seccién de MATERIAL Y
METODOS.

Como muestran las tablas siguientes (Tablas 25-28), los vollimenes
cerebrales no resultaron homogéneos entre los diferentes grupos, a pesar de tener
las ratas la misma procedencia, no haber diferencias de peso entre los grupos, y un
peso homogéneo y ser escogidas al azar. Esto no supone ningun inconveniente, al
haber calculado todos los volimenes tanto en su valor total, como en su valor
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proporcional al volumen cerebral total, lo que elimina la influencia que pudiera tener
el que los grupos tuvieran volimnes cerebrales diferentes.

En concreto, respecto al volumen cerebral, los grupos fueron diferentes entre
si excepto el 2 de normoglucemia que no diferia del 4 de hipoglucemia previa, y el
1-de-hiperglucemia ‘que:tenfa.un volumen cerebral similar al 3 de hipoglucemia
posterior al infarto.

-Tabla 25. = Diferencias significativas en Volumen total cerebral calculado por planimetria
{VOLTCP).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 974,503 28,350 910,36 a 1038,63
PREVIA
3-HIPOGLUCEMIA 8 1360,24 48,477 1245,61 a 1474,8
POSTERIOR

Tabla 26. Diferencias significativas en Volumen total cerebral calculado por planimetria
(VOLTCP).

GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
4-HIPOGLUCEMIA 10 974,503 28,350 910,36 a 1038,63
PREVIA
1-HIPERGLUCEMIA 14 | 1279,60 57.628 11565,10 a 1404,0
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Tabla 27. Diferencias significativas en Volumen total cerebral calculado por planimetria

(VOLTCP).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
2-NORMOGLUCEMIA 7 1083,53 94,911 861,29 a 1325,77
1-HIPERGLUCEMIA 14 | 1279,60 57,628 1155,10 a 1404,0

Tabla 28. Diferencias significativas en Volumen total cerebral calcufado por planimetria

{VOLTCP).
GRUPOS N MEDIA ERROR INTERVALO
ESTANDAR CONF. 95%
2-NORMOGLUCEMIA 7 1083,53 94,911 861,29 a 1325,77
3-HIPOGLUCEMIA 8 1360,24 48,477 1245,61 a 1474,8

POSTERIOR

José Marla Trejo Gabriel y Galdn

Pdging 118




Influencia de las modificaciones de la glucemia y de la hipotermia... Resultados

D.2 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO SOBRE HIPOTERMIA E
INFARTO CEREBRAL.

D.2.1 AJUSTE DE LAS YARIABLES A LA DISTRIBUCION NORMAL.

Se realiz6 por medio del test de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnoff.
Todas las variables tenian una distribucién normal excepto las variables dependientes
VOLPIGB, VOLTIGB y VOLVENTP y las variables independientes TEMPBC,
TEMPPR (las dos ultimas tienen ademas varianzas no homogéneas).

En estos casos el anilisis hubo de hacerse con una prueba no paramétrica
para comparacion de dos muestras independientes que fue la U de Mann-Whitney.

También fue necesario utilizar esta prueba cuando el test de Levene
mostraba que las varianzas no eran homogéneas, 1o que sucedié en las siguientes
variables dependientes: VOLIPOS, VOLIPRES, VOLPIGB, VOLTIGB, VOLTOI;
en las variables independientes: TEMPMC, TEMPMR, TEMPPC, TEMPPR; y en
las variables secundarias ATRO100, , DIAC100, KETA100, HBE, PESO. En todas
ellas se utilizé la U de Mann-Whitney.

En el resto de los casos, y siempre que no se indica lo contrario, se utilizd
una prueba paramétrica: la t de Student.

Respecto a-las*variables secundarias a controlar, fueron todas analizadas por
la U de Mann-Whitney dada la citada inhomogeneidad de varianzas, y en ningin
caso hubo diferencias significativas entre los grupos: al tener una distribucion
homogénea entre los grupos no era probable que contaminaran el experimento. Las
enumeramos a continuacion al lado de su nivel de significaciéon p que en ningin caso
es inferior a 0,05: ATRO100: p=0,939; HBF: p=0,626; DIAC100: p=0,593;
KETA100: p=0,572; PESO: p=0,425.
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D.2.1 EXAMEN DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Se muesira a continuaciéon mediante graficos de caja y tablas la distribucion
de la variable independiente (temperatura), con el fin de comprobar si esta variable
es distinta en los grupos normotérmico e hipotérmico, y por lo tanto éstos estin bien
caracterizados. Como veremos, las temperaturas cerebrales en el grupo de
hipotermia son aproximadamente 10 °C inferiores a los del grupo de normotermia.
Por otra parte, ¢l grupo de normotermia tiene temperaturas cerebrales inferiores a
las rectales en algo mds de dos grados, debido probablemente a pérdidas de calor
por la craneotomia (BUSTO, 1987).

Variable TEMPPC (temperatura cerebral ponderada en el tiempo):

En el Grafico 4 a continuacién, se ve que los grupos estin bien
caracterizados, teniendo ¢l grupo 5 de normotermia un temperatura cerebral
ponderada en el tiempo mayor que el grupo 6 de hipotermia. No habia en este caso
homogeneidad de varianzas (test de Levene p=0,004), por lo que se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney que muestra diferencias significativas entre los dos
grupos, con unos niveles de significacion de p <0,001 (Tabla 29).
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Tabla 29. Diferenciacion de los dos grupos por la temperatura cerebral media

ponderada en el tiempo (TEMPPC).

GRUPO N MEDIA ERROR U Mann-
ESTANDAR Whitney
5-NORMOTERMIA 21 34,77 1,515 Z= 5,647
8-HIPOTERMIA W 21 25,09 3,426 p < 0,001

Variable TEMPMC (temperatura cerebral, media aritmética):

Tampoco en éste caso la varianza era homogénea (test de Levene F= 6,41

p= 0,015) por lo que se utilizd la U de Mann-Whitney.

La temperatura media cerebral (TEMPMC) diferencia los dos grupos

claramente, lo cual es visible en el Grafico 5 a continuacién y se confirma una

diferencia estadisticamente significativa en la Tabla 30.
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Tabla 30. Diferenciacién de los dos grupos por la temperatura cerebral medial TEMPMC).

GRUPO N MEDIA ERROR U Mann-
ESTANDAR Whitney
5-NORMOTERMIA 21 34,300 0,299 Z= -5,546
6-HIPOTERMIA 21 25,199 0,548 p < 0,001

Variable TEMPPR (temperatura rectal ponderada en el tiempo):

También en éste caso se utilizé la U de Mann-Whitney por no haber

homogeneidad de varianzas (test de Levene F= 11,23; p= 0,002), el cual muestra

diferencias significativas entre los grupos (Tabla 31).

En el Grafico 6 a continuacidn, aunque los grupos son claramente diferentes

respecto a la temperatura rectal ponderada en el tiempo, hay alguna superposicion

de valores, lo que no consideramos invalide Ia caracterizacion de los grupos, ya que

ésta se ha hecho en base a la temperatura cerebral, que es la variable mas relevante

en el experimento.
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Tabla 31. Diferenciacion de los dos grupos por la temperatura rectal
ponderada en el tiempo (TEMPPR).

GRUPO N MEDIA ERROR ESTANDAR U Mann-
Whitney
5-NORMOTERMIA | 21 37,116 0,386 Z= -4,603
6-HIPOTERMIA 21 30,637 1,098 p < 0,001

Variable TEMPMR (temperatura rectal media).

Como en el caso anterior, los dos grupos se diferencian claramente tanto en
el Grafico 7 a continuacién, como en la tabla estadistica (Tabla 32 con estadigrafo
de la U de Mann-Whitney al no ser la varianza homogénea, pues el test de Levene
arroj6 una F de 10,63 con p= 0,02). También existe alguna superposicion de
temperaturas rectales medias en el grafico que no invalida la caracterizacion, que se
hace fundamentalmente a partir de las temperaturas cerebrales, mas relevantes en

nuestro experimento.
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Tabla 32. Diferenciacion de los dos grupos por la temperatura rectal media (TEMPMR).

GRUPO N MEDIA ERROR ESTANDAR U Mann-
Whitney
B-NORMOTERMIA | 21 37,038 0,381 Z= -4,955
6-HIPOTERMIA 21 31,254 0,705 p=0,000

Como hemos visto para las temperaturas rectales (TEMPPR y TEMPMR),
el grupo de normotermia tenia una temperatura aproximada de 37 °C, mientras que
en el de hipotermia era inferior en algo mdis de seis grados. Por lo tanto, la
reduccion de temperatura fue mas intensa en el cerebro (10 °C) que en el resto del

organismo.

MORTALIDAD.
Aunque es claramente mayor la mortalidad entre el grupo de normotermia,

-las diferencias no ‘alcanzaron significacion estadistica, probablemente debido al
tamafio de la muestra.

Tabla 33. Diferenciacién de los dos grupos por la mortalidad.

GRUPO N MUERTES PORCENTAJE Chi?=2,67
{Correccidn de
Yates}
5-NORMOTERMIA 21 4 18,042 p= 0,1021
6-HIPOTERMIA 21 0 0 {n. s.)
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D.2.3 TEST t DE COMPARACION DE MEDIAS.

El siguiente paso,que debia constituir la parte principal del experimento, fue
. practicar un ‘contraste de medias, que para el caso de dos grupos como el que
teniamos planteado (normotermia, hipotermia), podia llevarse a cabo con el test de
la t de Student. Asi pues enfrentariamos las medias conseguidas por cada uno de los
dos grupos en cada una de las variables dependientes. En los casos referidos en los
que la distribucion de las variables dependientes no era normal (VOLPIGB,
VOLTIGB) o no existia homogeneidad de varianzas (VOLIPOS, VOLIPRES,
VOLTOI, VOLPIGB, VOLTIGB), se utilizé la prueba no paramétrica de la U de
Mann-Whitney.

No mostraron diferencias significativas las variables VOLVENT, VOLTCP,
VOLART. Todas ellas eran variables secundarias a controlar, por lo que su
distribucién homogénea en los dos grupos hacia esperar que no contaminarian los
resultados del experimento.

* En las siguientes tablas (Tablas 34-42) se muestran las variables dependientes
en las que si habia una diferencia significativa entre los dos grupos.

Tabla 34. - Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen de
infarto proporcional (VOLPROI).

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
5-NORMOTERMIA 21 12,162 1,619 t= 3,20
6-HIPOTERMIA 21 6,320 1,011 p=0,003
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Tabla 35. Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen
total de infarto (VOLTOI).
GRUPO N MEDIA ERROR U Mann-
ESTANDAR Whitney
5-NORMOTERMIA 21 119,969 70,028 Z= -4,955
6-HIPOTERMIA 21 60,984 43,670 p < 0,001

(El test de Levene mostré una F= 4,256 y p= 0,046 por lo que requirid un test no

paramétrico).

El volumen de infarto proporcional al volumen total, que es la variable

dependiente que consideramos méas relevante, es significativamente menor en el

grupo de hipotermia que en el grupo de normotermia.

Esta diferencia se mantiene en las variables dependientes que excluyen

variables secundarias que podrian contaminar el experimento. De esta manera,

volviendo a calcular el volumen proporcional de infarto tras excluir del volumen
cerebral total el artefacto (VOLPROI-A), el volumen ventricular (VOLPROI-V) o
la suma de ambos (VOLPROI-VA), se mantienen las diferencias entre ambos

grupos, como se ve en las tres tablas siguientes:

- Tabla 36.  Diferencia significativa entre los grupos respecto al
vofumen de infarto proporcional excluyendo ef artefacto {VOLPROI-A}.

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
b-NORMOTERMIA 21 12,188 1,625 t= 3,19
6-HIPOTERMIA 21 6,348 1,018 p=0,003
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Tabla 37. Diferencia significativa entre los grupos respecto al
volumen de infarto proporcional excluyendo los ventriculos (VOLPROI-V).

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
5-NORMOTERMIA 21 12,40 1,652 t= 3,20
6-HIPOTERMIA 21 6,432 1,035 p=0,003

Tabla 38. Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen
de infarto proporcional excluyendo el artefacto y los ventriculos (VOLPROI-VA).

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
5-NORMOTERMIA 21 12,440 7.177 t= 3,20
6-HIPOTERMIA 21 6,460 4,773 p=0,003

Si se tiene en cuenta solo el volumen de infarto cortical, se mantienen las
.diferencias significativas, siendo diferente entre los dos grupos tanto el volumen de
infarto cortical total (VOLTICOR), como el proporcional (VOLPICOR), como

vemos en las dos tablas siguientes.

. Tabla 39. Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen proporcional de
infarto cortical (VOLPICOR).

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
5-NORMOTERMIA 21 10,786 1,287 t= 3,045
6-HIPOTERMIA 21 5,962 0,926 p=0,004
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Tabla 40.  Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen total de infarto
cortical {(VOLTICOR).

GRUPO N MEDIA ERROR CONTRASTE
ESTANDAR
5-NORMOTERMIA 21 106,126 12,759 t= 3,14
6-HIPOTERMIA 21 57,567 8,736 p=0,003

También el volumen total como el proporcional de infarto que afecta a los
ganglios basales son significativamente mayores en €l grupo normotérmico que en
el hipotérmico, como se constata en las dos tablas siguientes. En estas dos variables
(VOLPIGB, VOLTIGB), es necesario realizar test no paramétricos tanto por no
tener una distribucion normal como por no tener varianzas homogéneas (test de
Levene con F= 18,31; p < 0,001 para VOLPIGB, y con F= 19,0006 y p < 0,001
para VOLTIGB).

Tabla 41. Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen proporcional de
infarto en los ganglios basales (VOLPIGB).

GRUPO N MEDIA ERROR U Mann-
ESTANDAR Whitney
5-NORMOTERMIA 21 1,373 1,669 Z= -2,482
6-HIPOTERMIA 21 0,331 0,720 p=0,0131

Tabia 42. Diferencia significativa entre los grupos respecto al volumen total de infarto
de ganglios basales (VOLTIGB).

GRUPO N MEDIA ERROR U Mann-
ESTANDAR Whitney
5-NORMOTERMIA 21 14,039 3,741 2=-2,363
6-HIPOTERMIA 21 3,344 1,606 p=0,0181
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E. DISCUSION

E.1 DISCUSION DEL EXPERIMENTO SOBRE GLUCEMIA E
INFARTO CEREBRAL.

El objetivo del estudio era el averiguar si los distintos grados de glucemia
“influian en la extensién del infartocerebral en ia rata, y si el momento en que se
modificaba la glucemia podia determinar diferentes voliimenes de infarto cerebral.
Por ello, como se estabiecio en el apartado de MATERIAL Y METODOS, se habian
hecho cuatro grupos de animales que eran homogéneos excepto por el nivel de
glucemia y el momento en que se modificaba: Grupo 1: Hiperglucemia; Grupo 2:
“Normoglucemia; Grupo 3: Hipoglucemia posterior a la isquemia cerebral;
Grupo 4: Hipoglucemia previa al inicio de la isquemia. Como se especificé en
MATERIAL Y METODOS, en los tres primeros grupos las modificaciones de
glucemia se realizaban dos horas tras la cirugia, mientras que en el cuarto se hacia
inmediatamente antes del comienzo de la misma.

I.a variable dependiente mas relevante era el volumen de infarto cerebral.
Pero, como vimos en el apartado de RESULTADOS, el volumen cerebral no era
homogéneo entre los diferentes grupos, porlo que ademads del volumen cerebral total
de infarto (variable VOTOI); se calculd el volumen cerebral de infarto proporcional
al volumen cerebral total (variable VOLPROI), que corrige las diferencias que
-pudiera haber entre los volimenes cerebrales totales de los diferentes grupos.

Como puede observarse en el apartado de RESULTADOS (Tablas 8-11),
tanto el volumen total ‘de “infarto como el volumen proporcional de infarto, son
significativamente menores en el grupo 4 de Hipoglucemia previa que en los
.grupos 1.de Hiperglucemia y el grupo 3 de Hipoglucemia posterior al infarto.

El volumen de infarto del grupo 4 de Hipoglucemia previa es la mitad que
en el grupo de 2 de Normoglucemia. La diferencia no llega a ser estadisticamente
significativa, probablemente por un bajo nimero de sujetos. Aunque no puede
descartarse que la causa de ésta diferencia sea el azar, una diferencia tan apreciable
respecto al grupo normoglucémico de referencia sugiere que la hipoglucemia previa,
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que es el grupo con menor infarto cerebral tiene una accién protectora.

Por el contrario, los grupos 1y 3 (Hiperglucemia e Hipoglucemia posterior
al infarto) que son los que tienen un mayor volumen de infarto cerebral, (que es
como hemos dicho significativamente mayor que el infarto del grupo 4 de
Hipoglucemia previa), parecen aumentar la extensién del infarto cerebral.

Consideraremos a continuacion las diferencias de volimenes de infarto que
hay entre los distintos grupos, comentando los hallazgos coincidentes y discrepantes
de otros autores.

-a) Hipoglucemia previa-hiperglucemia (grupo 1 - grupo 4):

Como comentamos en el apartado de INTRODUCCION, existen bastantes
estudios coincidentes en el papel daiiino de la hiperglucemia en modelos de isquemia
global y aunque en menor nimero, también en modelos de isquemia focal, pero
algunos autores no encueniran una accion perjudicial en hiperglucemia, € incluso la
consideran beneficiosa. Por ello incluimos un grupo de hiperglucemia en nuestro

experimento.

Nuestros resultados sugieren la existencia de un papel dafiino para la
hiperglucemia y de una funcidn protectora para la hipoglucemia que se instaura antes
del infarto. En la seccidn de RESULTADOQS (Tablas 9 y 11) se muestra que
mientras que el grupo 4 de Hipoglucemia previa al infarto tiene un volumen total
de infarto de 47,594 mm’ y un volumen proporcional de infarto sobre el volumen
. cerebral total-de-4,740 .el grupo 1 de Hiperglucemia tiecne un volumen total de
infarto de 144,441 mm® y un volumen proporcional de infarto de 11,147 siendo
todas las diferencias significativas en el test de comparacion multiple de medias de
Student-Neumann-Keuls, con una p< 0,05. En concreto, el volumen de infarto en
el grupo 4 fue aproximadamente un tercio del del grupo 1.

En la Figura 6A podemos ver un cerebro correspondiente al grupo 1,
mientras que la figura 6B corresponde a un cerebro del grupo 4.
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Figuras 6A y 6B. Cortes coronales de cerebro de rata hiperglucémica (figura 6A)

y de rata con hipoglucemia previa al infarto (figura 6B). El drea de infarto aparece
miis pdlida que el resto del cerebro. Las cabezas de flecha sefialan el borde medial

del infarto. Tincidn con hematoxilina-eosina.
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La ausencia de una correlacion lineal significativa entre la glucemia y el
volumen de infarto cerebral hace pensar que no existe una relacion lineal entre las
modificaciones de la glucemia y los volimenes de infarto cerebral, pero no excluye
una relacion de otro tipo. Ello no es muy sorprendente si tenemos en cuenta que una
mismo descenso de 50 mgrs/dl provoca graves consecuencias en el metabolismo
celular y en el estado clinico de 70 a 20 mgrs/di y en cambio un descenso de 120
a 70 mgrs/dl casi no tiene repercusion.

Nos planteamos si las diferencias halladas podrian explicarse por un mayor
volumen de los ventriculos, un mayor volumen de artefacto por pequefio que fuera
(cuando se producia, y aunque siempre fue menor que el 1% del volumen cerebrat}
0 por la suma de ambos que afectara de forma diferente a alguno de los grupos
experimentales. Dado que no existian diferencias significativas entre estas variables
secundarias, como hemos referido en la seccion de RESULTADOS (Tablas 12 -
18), no era probable que contaminaran el experimento. Para mayor seguridad,
volvimos a calcular la variable dependiente principal, (el volumen de infarto
proporcional al volumen cerebral total, VOLPROI) restando del volumen cerebral
total el volumen ventricular (VOLPROI-V), el volumen de artefacto (VOLPROI-A),
y ambos (VOLPROI-VA). Como hemos visto en la seccion de RESULTADOS, se
mantienen las diferencias significativas entre los grupos.

Desde los trabajos pioneros de MYERS y YAMAGUCHI (MYERS, 1977),
que observaron que los monos hiperglucémicos sometidos a una breve parada
cardiaca tenian un mayor dano neuroidgico que los normoglucémicos, son muchos
los trabajos que han confirmado que Ia hiperglucemia empeora el dafio cerebral en
- ‘animales sometidos - a isquemia cerebral giobal transitoria (LJUNGGREN, 1974;
SIEMKOWICZ, 1978; GINSBERG, 1980; PULSINELLI, 1982a; VAZQUEZ
CRUZ, 1990b).

Sin embargo en modelos de isquemia focal como el que hemos utilizado,
(cuyo equivalente en seres humanos es el AVC), las opiniones no han sido undnimes
aunque la mayoria encuentra, como nosotros, que la hiperglucemia aumenta el
volumen de infarto cerebral (NEDERGAARD, 1986a; NEDERGAARD, 1987b;
NEDERGAARD, 1987¢c; DE COURTEN-MYERS, 1988; DE COURTEN-MYERS,
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1989; DUVERGER, 1988; YIP, 1991).

Un pequefio nimero de autores ha encontrado reducciones del volumen de
infarto (GINSBERG, 1987), pero éstos estudios, realizados en el gato y el conejo,
comparan en realidad diferentes grados de hiperglucemia, pues también los grupos
controles, aunque en menor grado, tenian la glucemia aumentada (ZASSLOW, 1989;
KRAFT, 1990).

En clinica humana no se ha estudiado la hipoglucemia en el infarto cerebral,
pero si la hiperglucemia. Hasta hace poco se intentaba controlar la diabetes mellitus
y la hiperglucemia crénica como un factor de riesgo vascular mds y por tanto

‘predisponente a los accidentes cerebrovasculares. Actualmente los trabajos en el
hombre han confirmado el papel deteriorante de la hiperglucemia en la fase aguda
del ictus. Esto es importante, pues casi la tercera parte de los ictus se acompafian
de hiperglucemia. En efecto, tanto si la hiperglucemia se debe a una diabetes
mellitus como si no, aumenta la extensiéon del infarto cerebral y la mortalidad
(PEINADO, 1984; GRAY, 1989; KIERS, 1692) y empeora el prondstico
(GIROUD, 1987). Incluso hiperglucemias leves como las iguales o superiores a 120
mgrs/dl. duplican las probabilidades de morir o quedar con graves secuelas tras un
ACV (PULSINELLI, 1983c). El infarto cerebral progresivo en seres humanos
(DAVALOS, 1990) y en el gerbo (VAZQUEZ CRUZ, 1990a) se ha asociado a

hiperglucemia.

Aunque en algunos trabajos no se ha encontrado que la hiperglucemia
empeore el prondstico del accidente:cerebrovascalar humano (CAMBON, 1991;
‘MATCHAR; 1992;-DEROUSNE, 1993), los estudios experimentales y clinicos que
avalan el papel perjudicial de la hiperglucemia en los ictus son mayoritarios, lo que
ha tenido ya consecuencias pricticas en el manejo de los enfermos con accidentes
cerebrovasculares. Por este motivo, actualmente se tiende a no alimentar
precozmente a dichos enfermos y no se les administran soluciones glucosadas en los

primeros momentos.

Como revisamos en el apartado A.4.7 de la INTRODUCCION, resulta mas
controvertido el origen de la hiperglucemia en los accidentes cerebrovasculares en
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seres humanos que su accién dafiina (KIERS, 1992; MURROS, 1992). Algunos
consideran lesiva una diabetes subyacente méis que la hiperglucemia en si (TOPIC,
1989), mientras que otros opinan que es la hiperglucemia que acompaiia al ictus la
responsable del mayor dafo cerebral (HELGASON, 1987). La diabetes mellitus
puede empeorar el infarto por su accién sobre la microvasculatura, disminuyendo la
autorregulacion, aumentando la viscosidad plasmatica y la adherencia de los

leucocitos al endotelio, y- haciendo que los eritrocitos sean menos deformables.

Existen muchas diferencias entre los pacientes que desarrollan un AVC y un
modelo con animales que no son diabéticos y sometidos a cirugia craneal, por lo que
no podemos extrapolar directamente nuestros resultados a la clinica humana. Sin

“embargo, los datos que hemos obtenidos con hiperglucemia aguda indican que la
existencia previa de una diabetes mellitus con sus consecuencias vasculares no es
necesaria (aunque pueda contribuir) para aumentar el tamafio del infarto cerebral,
pues la hiperglucemia aguda en si aumenta el tamano de infarto.

Otra cuestion muy debatida es si la hiperglucemia aguda es la causa del
empeoramiento del ictus, o se trata de una respuesta de estrés proporcional a la
gravedad del infarto (WOO, 1988) y por tanto la consecuencia del mismo. En
nuestro experimento modificamos la glucemia a grupos en las mismas condiciones
ambientales y operados ‘con-la misma técnica quirdrgica. Encontramos mayores
volimenes de infarto en los animales en los que se provocé hiperglucemia, y dado
que el grado de estrés fue similar, se puede afirmar en este modelo que la
hiperglucemia es la causa y no la consecuencia de un.mayor volumen de infarto
cerebral.

También constatamos que se produce una respuesta hiperglucémica de estrés
en las ratas, pues existian ligeras hiperglucemias en la medicion inicial, cuando sélo
se habian cateterizado los vasos, antes de la cirugia craneal y de la infusién de
glucosa o insulina. Tras la cirugia la hiperglucemia era mas marcada por lo que en
todos los casos en que se quiso producir normo o hipoglucemia fue necesaria la
infusién de insulina. Como administramos glucosa o/y insulina a los diferentes
grupos experimentales modificando la respuesta de estrés, no hemos podido estudiar
la influencia de dicha respuesta en el tamaiio del infarto.
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El mecanismo por el que la hiperglucemia empeoraria el infarto cerebral es
discutido. Como se ha comenrtado en la INTRODUCCION, el metabolismo
anaerobio de la glucosa genera dcido ldctico y una gran proporcion de autores
sefialan a la aciddsis ldctica ocasionada por la hiperglucemia como el principal
culpable. Asi, el infundir glucosa o alimentar a un animal experimental en
condiciones de isquemia, puede elevar los niveles de 4cido lactico hasta 30 umol/gr
-en-el-tejidorisquémico, siendo cifras por encima de 20-25 pmol/gr 16xicas para las
neuronas (REHNCRONA, 1981: SIESJO, 1985). En otros experimentos, niveles de
acido lactico por encima de 16 pmol/gr hacen que una necrésis neuronal selectiva
se transforme en infarto, con muerte de todos los tipos celulares (neuronas, glia,
células endoteliales) (PLUM, 1982).

Estudios bioquimicos han mostrado que a pesar del mayor daiio histologico,
en la hiperglucemia se han encontrado mayores concentraciones de ATP y
fosfocreatina, es decir, un estado energético mejor conservado que en
normoglucemia, lo que parece deberse al metabolismo anaerobio de esa mayor
cantidad de sustrato, pero la produccion de energia se hace a costa de una mayor
concentracién de Acido lactico (FOLBERGROVA, 1992). Esta aciddsis lactica podria
ser responsable de una menor reperfusion, del descenso del flujo cerebral y de una
disminucién en la utilizacién de oxigeno para el metabolismo de la glucosa en el 4rea
de “infarto en ‘situacion ‘de hiperglucemia (SIEMKOWICZ, 1982) respecto a la
normoglucemia. De hecho, con similares reducciones del flujo cerebral, ¢l pH
disminuye mds en hiper que en normoglucemia. Respecto a la aciddsis provocada
por hiperglucemia, en la hiperglucemia aguda experimental la recuperacion del pH
bajo es mds lenta que en la crénica en situacién de isquemia global (SIEBER, 1994).

A diferencia de lo que ocurre en la acidésis lactica, la acidésis respiratoria
aislada no produce apenas dafio neuronal si no se acompaiia de fallo energético
(PALJARVI, 1982) y de una mayor rotura de la barrera hematoencefilica (esto
ultimo se mide por la mayor extravasacion de la peroxidasa de rabano) (DIETRICH,
1993). El dafio a la barrera hematoencefilica puede ser otro mecanismo lesivo de 1a
hiperglucemia, pues se ha comprobado en ratas que sufren isquemia en condiciones
de hiperglucemia, un mayor contenido en agua y edema cerebral por estar maés
lesionada la barrera hematoencefilica (PULSINELLI, 1982a; WARNER, 1987).
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La hiperglucemia aumenta la susceptibilidad de las células a la isquemia: en
experimentos de isquemia global, el dafio restringido a algunas neuronas
selectivamente vulnerables que se produce en animales normoglucémicos, se extiende
en condiciones de hiperglucemia a todas las neuronas, a la glia y se acompaiia de
edema cerebral. Esto sucede si la hiperglucemia es anterior o simultinea a la
isquemia, pero no si es posterior, dado que el tejido isquémico no recibe el exceso

~deglucosa.: Por.este motivo.la isquemia-parcial o transitoria (con reperfusioén) puede
ser mds dafiina que la completa, pues aporta un exceso de glucosa que no puede ser
oxidado por las mitocondrias y es metabolizado anaerébicamente, aumentando los

niveles de dcido lactico.

- Como hemos revisado, son mayoria los autores que encuentran ¢omo
nosotros un aumento del dafio cerebral isquémico con la hiperglucemia. Aunque se¢
ha estudiado menos, también existen autores con los que coincidimos, que
encuentran una funcion protectora a la hipoglucemia.

La normalizacion de la glucemia por medio de la insulina en modelos de
isquemia global, ha mostrado una reduccién del volumen de infarto tanto en
hiperglucemias agudas provocadas por infusion del glucosa, como es el caso de
nuestro experimento, como en hiperglucemias crénicas en ratas hechas diabéticas por
‘medio de la estreptozocina (WARNER, 1992).

También se ha encontrado que la hipoglucemia puede ser beneficiosa, al
evitar la acidosis lactica que la hiperglucemia ocasiona. De esta manera, el dafio por
la isquemia de las mitocondrias podria:no ser irreversible, al no afiadirse el dafio por
acidosis lactica, y podrian volver a funcionar. En este sentido se ha encontrado una
mejoria de la funcién mitocondrial, medida por el consumo cerebral de oxigeno,
cuando tras la isquemia hiperglucémica se afiade insulina (SIEMKOWICZ, 1982).
En pacientes vivos con accidente cerebrovascular se ha comprobado mediante
espectroscopia por resonancia magnética que la hipoglucemia previene en parte el
aumento de icido lactico (ROSENBERG, 1991). Otros estudios han encontrado en
animales una mejor recuperacion de la fisiologia de la médula espinal isquémica con
1a hipoglucemia (ROBERTSON, 1987). Respecto al aprendizaje, las ratas sujetas a
isquemia transitoria olvidan un laberinto aprendido, que mide la memoria de trabajo
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mediada por el hipocampo, pero si se las somete a hipoglucemia leve, existe una
proteccion cognitiva, pues realizan la tarea igual que los controles (STRONG, 1990).

No hay que olvidar que la insulina, ademis de modificar la glucemia,
también puede tener una accidén protectora directa, dado que existen receptores a la
misma distribuidos por todo el sistema nervioso central (PACOLD, 1979). No se
conocen todos los efectos de la insulina en ¢l cerebro, aunque se sabe que modula
la conducta de alimentacion en el hipotilamo (OOMURA, 1981), y que regula la
liberacién de norepinefrina hipotaldmica, por lo que puede jugar un papel en la
neurotransmisién: las catecolaminas, tanto a nivel de sistema nervioso central
(BLOMQVIST, 1985) como periférico (KOIDE, 1986), pueden aminorar el daiio
isquémico.

El sustituir calorias procedentes de los hidratos de carbono por calorias
procedentes de otros sustratos ha mejorado el infarto cerebral experimental, lo que
podria llevar a cambiar en este sentido la dieta de los enfermos con ACV
(ROBERTSON, 1992).

Es conocido que el metabolismo de la glucosa es distinto en diferentes dreas
de la corteza cerebral, por lo que en el cerebro podrian lesionarse de forma
preferente algunas zonas dentro de la distribucién de la arteria cerebral media
ocluida. Para ello (Tablas 19-22 de la seccién de RESULTADOS) calculamos ¢l
porcentaje de infarto que se encuentra por delante (variable VOLIPRES) y por detras
de la cisura de Rolando (variable VOLIPOS) -en los grupos entre los que habiamos
encontrado diferencias significativas. Dicha cisura en la rata se encuentra, en sentido
anteroposterior; aproximadamente en el punto medio de la corteza. Como vimos en
la seccién de RESULTADOS, mientras que en ¢l grupo 4 de Hipoglucemia previa
una mayor proporcion de infarto se localiza anterior a la cisura de Rolando, en los
grupos 3 de Hipoglucemia posterior al infarto y grupo 1 de Hiperglucemia
sucede lo contrario. Aparentemente, la mayor proteccién por hipoglucemia previa
s¢ produjo posterior a la cisura de Rolando.

Como hemos visto en la seccién de INTRODUCCION, el metabolismo del
exceso de glucosa que se produce en la hiperglucemia se hace en condiciones
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anaerobias y cada molécula de glucosa sélo produce dos moléculas de ATP (en
cambio se producen 36-38 por metabolismo aerobio), acumulindose 4cido lactico y
iones H*. Por ello, un mayor aporte de glucosa si la reperfusion es en condiciones
de hiperglucemia, no sélo aumenta el dafio histoldgico, sino que como se ha visto
en modelos de isquemia global, impide la recuperacion del estado energético y
disminuye la actividad electrocortical (REHNCRONA, 1981) y la propia reperfusién
(VENABLES,: 1985). Este ‘mecanismo justificaria que la hiperglucemia tras la
oclusion vascular agravase el dafio de areas cerebrales con circulacion colateral como
la corteza, sin influir en zonas arteriales terminales como los ganglios basales
(PRADQO, 1987) cuyo equivalente en enfermos con ACV serian los infartos
lacunares. En el mismo sentido de un mayor dafio a las zonas reperfundidas esti el
hallazgo de que las zonas que recuperan el consumo de glucosa pero mantienen el
flujo sanguineo disminuido, son las que sufren mayor dafio histologico (GINSBERG,
1985).

Para estudiar el efecto de las diferentes condiciones experimentales sobre los
ganglios basales, se midieron por separado el volumen de corteza cerebral y el de
los ganglios basales, con sus correspondientes infartos. Ademds de recibir
vascularizacion diferente, se trata de poblaciones neuronales distintas y que por lo
tanto pueden tener diferentes susceptibilidades a las modificaciones de la glucemia
que caracterizaban los grupos.

En las Tablas 23 y 24 de la seccién de RESULTADOS, los volimenes total
(VOLTIGB) y proporcional a todo el cerebro de infarto de ganglios basales
(VOLPIGB) en el grupo 1 de Hiperglucemia son de 30,327 + 6,054 mm’ y de
2,375 + 0,476 respectivamente, mientras que en el grupo 4 de Hipoglucemia
previa son de 0,802 + 0,580 mm’ y 0,074 + 0,051, diferencias que tienen
significacién estadistica en el test de la U de Mann-Whitney. Ello indica que estas
dos situaciones si influencian la lesién de los ganglios basales. Ello es lo esperable,
pues al ser la hipoglucemia previa a la oclusion vascular, el contenido en glucosa de
los mismos estd reducido al inicio de la isquemia, lo que condiciona las reacciones
metabdlicas posteriores.

Por el contrario, en el grupe 3 de Hipoglucemia posterior a Ia oclusion
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vascular, el volumen de infarto de ganglios basales total (32,492 + 6,408 mm®) y
proporcional (2,370 £ 0,441) no difiere significativamente del encontrado en el
grupo 1 de Hiperglucemia. También son éstos resultados previsibles, pues al
modificarse en ambos la glucemia después de la oclusién vascular, no pueden

repercutir sobre los ganglios basales, que no tienen circulacion colateral.

~Algunos autores sugieren que mds que la hiperglucemia, el factor deteriorante
podria ser el aumento del hematocrito (con el consiguiente aumento de viscosidad
y disminucion del flujo cerebral) que puede producir la glucosa hipertonica
parenteral (HILLBOM, 1984). Ello sz excluy6 en nuestro estudio, al haber
controlado dicha variable y no existir diferencias significativas en la hemoglobina
inicial, en-la final ni en la variacidn de la hemoglobina entre el inicio y el final del
experimento. En otros estudios, un aumento de la osmolaridad por medio del
manitol, no ha aumentado el dafio cerebral, pero si lo ha hecho la hiperglucemia
(PULSINELLI, 1982a).

b) Hipoglucemia previa (grupo 4) - Normoglucemia (grupo 2):

El volumen proporcional de infarto (VOLPROI), la variable dependiente que
hemos considerado principal, no difiere estadisticamente entre el grupo 4 de
" Hipoglucemia previa y el ‘grupo 2 de:Normoglucemia, por lo que no puede
‘afirmarse que una de las dos situaciones sea mejor para el cerebro isquémico.

Sin embargo, (Tablas 6 y 7) dicho volumen fue casi el doble (8,68 + 6,48)
en normoglucemia que en hipoglucemia previa (4,74 + 4,69). También el volumen
total de infarto ‘cerebral es el dobie ‘en normoglucemia (103,49 + 93,28 mm’) que
en hipoglucemia previa a la oclusién vascular (47,59 + 50,51 mm?®). La ausencia
-de significacion estadistica pudiera deberse a un bajo nimero de sujetos motivo por
el cual esta cuestién debe seguir siendo estudiada.

Encontramos en los ganglios basales (variables VOLTIGB y VOLPIGB de
volimenes de infarto de ganglios basales totales y proporcionales al volumen
cerebral total, Tablas 24 y 23 de la seccion de RESULTADOS) que tampoco hay
una diferencia significativa entre el grupo 4 de Hipoglucemia previa, y el grupo
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2 de Normoglucemia, por lo que en este territorio sin circulacién colateral, la
hipoglucemia previa al infarto se comporta de forma similar al resto del cerebro en
el que tampoco las lesiones que se producen en estas dos situaciones difieren
estadisticamente.

¢) Hipoglucemia previa (grupo 4) - Hipoglucemia posterior (grupo 3):

En nuestro experimento, la hipoglucemia que se provocaba antes de la
oclusién vascular (grupo 4 de Hipoglucemia previa), ocasioné volimenes de infarto
significativamente menores que los obtenidos cuando la hipoglucemia se provocaba
dos horas después del inicio del infarto (grupo 3 de Hipoglucemia posterior). El
volumen total de infarto (VOLTOI) y volimen proporcional de infarto (VOLPROI)
eran de 47,59 + 15,97 mm® y 4,74 1 1,48 en el grupo 4 de Hipoglucemia previa
y de 159,54 £ 27,17 mm® y 11,93 + 2,15 en el grupo 3 de Hipoglucemia
posterior al infarto respectivamente (Tablas 8 y 10 de la seccidén de
RESULTADOS).

También NERDEGAARD ha encontrado que cuando la hipoglucemia por
insulina es previa a la isquemia por oclusién experimental de la arteria cerebral
media (isquemia focal), se producen importantes reducciones del volumen de infarto
con glucemias de.36 mg/dl-aproximadamente (NEDERGAARD, 1987b), y en
modelos de isquemia global con hipoglucemias de 55 mg/dl provocada administrando
insulina previamente a la isquemia, se ha mostrado mejor funcionamiento cogunitivo
(STRONG, 1990).

~ Estos “resultados concuerdan “con la hipétesis de que el 4cido lactico
acumulado por metabolismo anaerobio de la glucosa produce un deterioro
irreversible. El descenso de las cifras de glucosa dos horas después del infarto no
va a ser capaz de modificar ésta situacién.

El momento de 1a modificacion de la glucemia (antes o después de la oclusién
vascular) se ha mostrado importante en otros experimentos en los que la
hiperglucemia solo era daiiina si se producia antes de obstruir el vaso (LE BLANC,
1994). Un motivo puede ser que después de la oclusion vascular, los cambios en la
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glucosa sanguinea influyen poco en la concentracion de glucosa tisular, al no llegar
apenas sangre al tejido. En la misma linea estd el hallazgo de que la glucemia
preisquémica determina el grado en el que aumenta el dcido lictico (LTUNGGREN,
1974), que cuando sobrepasa los 20-25 mmol/Kg, hace imposible la supervivencia
neurcnal.

Aunque hay estudios (VOLL, 1989) en los que una hipoglucemia
inmediatamente posterior a una isquemia global de 10’5 minutos de duracién se a
asocia a un menor daifio histoldgico, pensamos que no contradicen nuestros
resultados, en primer lugar porque en ellos se trabaja con una isquemia global (no
focal como en nuesiro caso) y especialmente porque en ellos la hipoglucemia se

produce inmediatamente después de la isquemia y no dos horas después como se

hizo en nuestro experimento.

Tal vez un aspecto importante que estd poco estudiado y que se ha analizado
en nuestro experimento, es ciando instaurar la hipoglucemia. Nuestros resultados
indican que en este modelo, cuando la hipoglucemia se aplica antes de la isquemia
es mas benficiosa que una hipoglucemia provocada dos horas después del infarto y
como vimos en el apartado a), que la hiperglucemia. En el ser humano, y si se
comprobara mediante los oportunos ensayos clinicos, la hipoglucemia previa a la
isquemia podria ser aplicada con fines profilacticos cuando es de temer un
sufrimiento cerebral por isquemia, como sucede en la cirugia cardiaca que precisa
de parada, pues puede producir isquemia global. También tienen riesgo de isquemia
algunas endarterectomias carotideas y la cirugia o embolizacion terapéutica de vasos
intracraneales (por malformaciones arteriovenosas o aneurismas), Naturalmente,

-.deberia controlarse muy-bien el-grado de hipoglucemia, pues la hipoglucemia severa

puede de por si lesionar el cerebro.

d) Normoglucemia (grupo 2) - Hipoglucemia posterior a la oclusién vascular
{grupo 3):

Aunque no han sido significativas las diferencias entre el grupo 2 de
Normoglucemia y el grupo 3 de Hipoglucemia posterior a la oclusién vascular,
el volumen de infarto es mis grande en el segundo grupo (Tablas 6 y 7 de la

José Marfa Trejo Gabriel y Galdn Pdgina 142



Influencia de las modificaciones de la glucemia y de la hipotermia. .. Discusion

seccion de RESULTADOS). Mientras que en el grupo 2 de Normoglucemia el
volumen proporcional de infarto es de 8,678 + 6,48 en el grupo 3 de
Hipoglucemia posterior a la oclusion, es de 11, 936 + 6,09. Por lo tanto, nuestros
resultados no indican que la hipoglucemia instaurada después del infarto tengan un
papel protector, sino indiferente o ligeramente deteriorante. En ausencia de
significacion estadistica es conveniente estudiar esta cuestién con un mayor niimero
de individuos.

En el mismo sentido que nuestros resultados, hay estudios que han
encontrado un empeoramiento del dafio por isquemia en la hipoglucemia intensa
(FUKOAKA, 1989). Otros autores (VOLL, 1988) han encontrado un aumento de
‘mortalidad respecto a controles cuando la hipoglucemia es intensa que no se produce
cuando es leve, aunque el dafio histoldgico isquémico en el cerebro seria menor en
ambos grupos de hipoglucemia que en los controles normoglucémicos. En la zona
periinfarto, la hipoglucemia puede ser perjudicial (NERDEGAARD, 1987a), pues
aunque el tamario del infarto es menor, la necrésis neuronal selectiva, especialmente

en las capas II y III de la corteza, es mayor en condiciones de hipoglucemia.

No existe acuerdo en el papel desempeiiado por la hipoglucemia en el infarto
cerebral, en los estudios experimentales. Ademds no existen estudios de
.- +hipoglucemia en isquemia cerebral humana, ni siquiera en ensayos clinicos, al revés
que en ¢l caso de la hiperglucemia, donde los datos clinicos y experimentales han
llevado a evitarla en todo enfermo con ictus. La mayoria de los autores se inclina
a pensar que la hipoglucemia tiene un papel protector, aunque existe una proporcién
significativa que no opina lo mismo.

La posibilidad de que la hipoglucemia pueda ser peligrosa ya ha sido
apuntada por LE MAY con un modelo diferente de isquemia focal en la rata.
Encontré que tanto 1a hipoglucemia menor de 65 mg/dl como la hiperglucemia eran
perjudiciales (LE MAY, 1988), en el caso de su experimento por aumentar los
déficits neurolégicos observados en la conducta de la rata, y por la mayor
mortalidad. También SIEMKOWICZ ha encontrado que las ratas con hipoglucemia,
o hiperglucemia postisquémicas se recuperan peor y tienen mayor mortalidad que
las normoglucémicas (SIEMKOWICZ, 1981a). En cambio la hiperglucemia previa
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seguida de normalizacion tras la isquemia, en cambio, no tenia peores efectos que
la normoglucemia desde un principio, lo que si s¢ confirma en ensayos clinicos en
seres humanos, tiene interés terapetitico.

También otros autores han encontrado que tanto la hiperglucemia como la
hipoglucemia impiden la recuperacidn tras la isquemia cerebral global provocada por
- Un manguito neumatico que comprime los vasos del cuello (SIEMKOVICZ, 1978),
existiendo tanto en la hipoglucemia como especialemente en la hiperglucemia una
mayor mortalidad y un menor grado de recuperacidon funcional que con la
normoghicemia. IBAYASHI concluy6 que 1a hipoglucemia debe ser evitada en la
isquemia cerebral porque lleva a severos trastornos metabdlicos y disminucion de Ia
supervivencia (IBAYASHI, 1986).

En condiciones de hipoglucemia experimental marcada, pequefias variaciones
de tension arterial conducen a marcados cambios de flujo sanguineo cerebral, es
decir, a una pérdida de la autoregulacion (SIESJIO, 1983), Io que repercute
desfavorablemente sobre el infarto cerebral.

La hipoglucemita, a diferencia de la isquemia, dafta m4s las capas superiores
de la corteza, que es por donde sc transmite una onda inhibitoria que recorre
- . lentamente la corteza cerebral y que se ha llamado la “depresion propagada“ descrita
por LEAO. Por ello se ha propuesto que este fendmeno media el dafio celular
producido por hipoglucemia.

Los efectos de 1a insulina en la utilizacién cerebral de glucosa son discutidos:

. -mientras-que-algunos no han encontrado efectos (HOM, 1984) o han constatado una

disminucién (GRUNSTEIN, 1985) de la utilizacién de glucosa, otros han hallado un
aumento de la captacion (HERTZ, 1981) o de la utilizacion de la glucosa por el
cerebro (LUCIGNANI, 1987), 1o que podria ser perjudicial, dado que un aumento
del metabolismo de la glucosa implicaria un aumento del dcido lactico.

Se ha propuesto para la insulina un papel de factor tréfico neuronal, de tal
forma que no actuaria solo a través de la hipoglucemia que produce, sino también
de forma directa. Esta hipOtesis procede de estudios (VOLL, 1991) en los que el
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efecto protector de la insulina se mantenia en un modelo de isquemia global a pesar
de contrarrestar la hipoglucemia mediante glucosa. Aunque este modelo no es de
isquemia focal como el que nosotros utilizamos, nuestros datos no apoyan ésta
hipdtesis, dado que el grupo de hipoglucemia posterior a la oclusién vascular que
recibié mayor cantidad de insulina por unidad de peso, tiene mayor volumen de
infarto que el de normoglucemia, y no se diferencia significativamente del de
hiperglucemia que no recibié insulina. En un estudio clinico prospectivo, niveles
elevados de insulina en ayunas fueron un factor de riesgo para tener un ictus en
ancianos no diabéticos (KUUSISTO, 1994).

Como resumen podriamos decir que tanto la hiperglucemia, como el provocar
una hipoglucemia dos horas después de que se ha producido un infarto cerebrai, se
asocian a mayores infartos cerebrales que si la hipoglucemia se instaura antes del
infarto en éste modelo de isquemia focal. En cambio, el mantener la glicemia en
limites normales o el producir un hipoglucemia previa al infarto, son las dos

situaciones en las que el infarto cerebral es de menor tamafio.

En general, los datos clinicos y experimentales existentes apoyan nuestros
resultados sobre el papel perjudicial de la hiperglucemia, y de hecho es ya uno de
los pardmetros que se conirola especificamente en los accidentes cerebrovasculares

del ser humano con objeto de evitarla.

En cuanto a [a hipoglucemia, nuestros resultados indican gue puede disminuir
el tamaiio del infarto si se instaura antes de la isquemia, pero cuando se inicia dos
-horas después puede aumentarlo. No se pueden extrapolar directamente resultados
- experimentales a los seres humanos, y dado que la hipoglucemia no se ha utilizado
en enfermos que padecen isquemia cerebral, no es posible predecir su efecto sin
recurrir a ensayos clinicos. Pero para el disefio de ensayos clinicos humanos hay que
tener en cuenta los datos de experimentacidn animal, que en nuestro caso indican
que puede ser protectora una hipoglucemia moderada y previa a la isquemia. Esta
aplicacién en el hombre puede estudiarse en operaciones con riesgo de isquemia
global (cirugia cardiaca) o focal (endarterectomia carotidea o cirugia o embolizacién
terapéutica de vasos intracraneales), situaciones en las que la hipoglucemia puede
instaurarse al inicio de la cirugia. También podria explorarse en los primeros
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momentos del accidente cerebrovascular.

Encontramos que la normoglucemia fue, tras la hipoglucemia previa a la
isquemia, la situacion que se asocié a infartos cerebrales mas pequefios. Dado que
no hubo diferencias significativas respecto a la hipoglucemia previa, y que la
hipoglucemia no estd ensayada en el ser humano, nuestro estudio sugiere que
mantener una glucemia en-rangos ‘normales debe ser nuestro objetivo cuando se
produce un infarto cerebral, que es la enfermedad humana a la que mis se asemeja

nuestro modelo de isquemia focal.
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E.2 DISCUSION DEL EXPERIMENTO SOBRE TEMPERATURA E
INFARTO CEREBRAL,

En la segunda parte de este trabajo se pretendia evaluar si las variaciones en
la temperatura cerebral y corporal influyen en la extension del infarto cerebral, en
el mismo modelo experimental de isquemia cerebral focal que se utilizd
anteriormente.

Como se ha reflejado en la INTRODUCCION, la isquemia cerebral global
estd claramente influenciada por la temperatura. Sin embargo, en la isquemia focal,
que es la que se produce en los accidentes cerebrovasculares y que es la situacion
mas ‘comin en el hombre, el papel ‘de la temperatura no esta aclarado. Por ejemplo,
existen trabajos recientes que inicamente encuentran proteccién si la isquemia es
global pero no st es focal (MORIKAWA, 1991).

En clinica humana, aunque en sitzaciones de riesgo de isquemia cerebral
global como es la cirugia cardiaca con circulacién extracopérea, viene empieandose
la hipotermia, en algunos estudios ello ha originado mayores secuelas neurol6gicas
que si no se utiliza (SINGH, 1995), por lo que el fema merece un mayor estudio.

Por lo tanto, como se ha indicadoc en MATERIAL Y METODOS, se
establecieron dos grupos: grupo 5 de Normotermia, y grupo 6 de Hipotermia,
homogéneos entre si excepto en las variciones de temperatura que se indujeron en

los mismos,

Al igual que en el estudio anterior, -consideramos el volumen de infarto
cerebral proporcional al volumen cerebral total (variable VOLPROI) como Ia
variable dependiente més reievante para mostrar la influencia de las dos condiciones
experimentales utilizadas en los grupos, aunque en este caso no hay diferencias entre
grupos en cuanto a volumen cerebral total (variable VOLTCP), por lo que el
volumen total de infarto cerebral (variable VOLTOI) tiene igual relevancia que el
volumen proporcional de infarto.

Como puede verse en ¢l apartado de RESULTADOS (Tabla 34), el
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volumen de infarto cerebral proporcional al volumen cerebral total (VOLPROI) es
pricticamente la mitad en el grupo 6 de Hipotermia (6,320 + 1,01) que en el
grupo 5 de Normotermia (12,162 + 1,59), lo que resulta estadisticamente
significativo. También el volumen de infarto cerebral total (variable VOLTOI, Tabla
35) es significativamente menor en el grupo 6 de Hipotermia (60,948 mm® 4+
9.53), que en el grupo 5 de normotermia (119,969 mm® + 15,28). En ambos casos
el -volumen 'de ‘infarto en hipotermia es pricticamente la mitad que en normotermia
(Figuras 7A y 7B).

Figuras TA y 7B. Cortes coronales de cerebro de rata del grupo de normotermia
(7TA), y del grupo de hipotermia (7B). Tincién de hematoxilina-eosina. Area de
infarto méds pédlida, con borde medial sefialado con cabezas de flechas.
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Como en el estudio anterior, nos planteamos si estos resultados no podrian
estar contaminados por variables secundarias como el volumen ventricular o el
artefacto quirirgico que pudieran afectar de forma diferente a los dos grupos. Esto
era muy improbable, pues como vimos en el apartado de RESULTADOS, no
existian diferencias significativas entre los grupos en cuanto a los valores de estas
variables. De cualquier manera, se volvieron a calcular los volimenes de infarto
cerebral total y proporcional restando el volumen ventricular, el volumen de
artefacto (si existia) y la suma de ambos, encontrindose que se mantienen las
diferencias referidas (Tablas 36-38).

Siguiendo la misma metodologia que en el estudio anterior, se midieron por
separado la corteza cerebral y los ganglios basales asi como el volumen de infarto
cerebral que les correspondia, y qué proporcién del volumen total ocupaban, con el
fin de averiguar si la hipotermia y la normotermia afectaban de forma diferente a las
dreas isquémicas de la corteza cerebral y de los ganglios basales.

En la corteza encontramos un volumen total de infarto cortical (VOIL.TICOR,
Tabla 40) de 106 + 12,75 mm® en ¢l grupo 5 de Normotermia, mientras que en
el grupo 6 de Hipotermia fue de 57,56 + 8,73 mm’. El volumen de infarto cortical
proporcional al volumen cerebral total (VOLPICOR, Tabla 39) fue de 10 + 1,28
para el grupo 5 de Normotermia y de 5,96 + 0,92 para el grupo 6 de
Hipotermia. Vemos por tanto que la hipotermia reduce el infarto cortical
aproximadamente a la mitad, diferencia significativa estadisticamente.

Respecto a los ganglios basales, €l volumen total de infarto (VOLTIGB,

Tabla 42) fue de 14,03 £ 3;47 mm® en‘el grupo 5 de Normotermia, mientras que

fue de 3,34 + 1,50 mm? en el grupo 6 de Hipotermia. El volumen de infarto de

- ganglios basales respecto al volumen cerebral total (VOLPIGB, Tabla 41) es de 1,37
+ 1,66 en el grupo 5 de Normotermia, mientras que en el grupo 6 de Hipotermia

fue de 0,33 1 0,72, diferencias todas ellas significativas. Vemos que la hipotermia

reduce el infarto en los ganglios basales a menos de la tercera parte, mientras que

en la corteza ésta reduccion es de 1a mitad.

Una mayor proteccién de los ganglios basales por la hipotermia también la
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ha hallado BUSTO, con un modelo de isquemia diferente (isquemia global, no
focal), aungue esta cuestion en general ha recibido poca atencién. Con una
hipotermia de 30-31 °C, este autor encontrd una reduccién del dafio isquémico
especialmente en el estriado dorsolateral donde se reducia en un 80% (BUSTO,
1987). También en nuestro experimento los ganglios basales, que incluyen este drea
selectivamente vulnerable, son Ia zona que experimenta mayor reduccién de infarto.
- Otros autores han descrito la respuesta del caudoputamen isquémico a la temperatura
como de tipo "todo o nada”, con necrdsis extensa del mismo con isquemias de 15
minutos a 37 °C, pero proteccion total a 35 °C (MINAMISAWA, 1990). En nuestro
experimento la proteccion no es total, pero el drea de infarto de los ganglios basales
que queda en condiciones de hipotermia, es minima (3,344 mm®).

Este tipo de respuesta a la reduccién de temperatura del caudoputamen es
distinto del que tienen las poblaciones neuronales selectivamente vuinerables a la
isquemia (area CA, y subiculo del hipocampo), en las que un aumento de dos grados
produce pannecrosis celular, similar a la que se produciria con un aumento de la
duracion de la isquemia, pero a diferencia del caudoputamen, la reduccién de la

temperatura tiene un efecto protector de tipo gradual.

EIl motivo de la mayor reduccidn del infarto en los ganglios basales respecto
a la corteza puede ser ‘que.las ‘distintas poblaciones neuronales tengan diferente
susceptibilidad a la temperatura, pero es mas probable que se deba a su peculiar
vascularizacion: los ganglios basales constituyen una region arterial terminal y que
por lo tanto no recibe circulacién colateral como la corteza. Experimentalmente, la
reperfusion tras el infarto (en el caso de la corleza, por circulacion colateral) se
- asocia a'un mayor dafio histolégico (DIETRICH, 1987) y ése puede ser el motivo
por el que en la corteza el grado de proteccién sea menor.

De cualquier manera, y al igual que otros autores (KULUZ, 1992}, hemos
- encontrado proteccidén tanto en.corteza como en ganglios basales, por lo que la
reduccién de la temperatura influye en la isquemia en ambas estructuras.

Nos planteamos si dentro de la corteza la localizacién del infarto era igual
en situaciéon de normotermia que en hipotermia, pues podria existir alguna zona en
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el 4rea de la corteza cerebral vascularizada por la arteria cerebral media
especialmente sensible o resistente a la proteccién que parece ofrecer Ia hipotermia,
cuestion que no se habia estudiado hasta ahora. Para ello se midié, como en el
estudio anterior, el porcentaje de infarto anterior (VOLIPRES) y posterior
(VOLIPOS) a la cisura de Rolando. No existieron diferencias significativas entre el
grupo 5 de Normotermia y el grupo 6 de Hipotermia respecto a la distribucién
--del infarto-en-la cortezazestando en ambos . grupos localizado aproximadamente la
mitad del volumen de infarto a cada lado de la cisura de Rolando. Por Io tanto
pensamos que la influencia de la hipotermia en la corteza isquémica es similar en la
parte anterior y posterior de la distribucion de la arteria cerebral media.

Al revisar la literatura-encontramos que la mayoria de los autores estd de
acuerdo con que la hipotermia reduce el volumen de infarto cerebral.

Se comenzd a estudiar la hipotermia en estudios animales experimentales en
la década de 1950, enconirdndose que una disminucidn de 5-10 °C disminuia el dafio
isquémico al cerebro (ROSOMOFF, 1957). La hipotermia se ha venido utilizando
empiricamente desde hace mucho tiempo en la cirugia con bypass cardiaco y otras
en las que la circulacién cerebral puede verse comprometida. Sin embargo el interés
en el estudio de la influencia de la temperatura en la isquemia cerebral no resurgié
hasta hace relativamente poco (BERNTMAN, 1981; VACANTI, 1984).

Algunos de los primeros autores que estudiaron la cuestion (STEEN,1979%a;
MICHENFELDER, 1977) atribuyeron a -la hipotermia un papel dafiino en la
isquemia cerebral, pero casi todos los trabajos posteriores han encontrado una accion
protectora.

Cuando se ha aplicado hipotermia a modelos de isquemia global (como en el
que se ocluyen los cuatro vasos que irrigan ¢l cerebro en la rata), se ha observado
que pequeiias reducciones de 3-4 °C de temperatura aportan proteccién (BUSTO,
1987). Pequeiios aumentos de temperatura en cambio, empeoran el dafio por
isquemia (DIETRICH, 1990b).

Pesde entonces ha aumentado el nimero de estudios y el efecto protector de
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la hipotermia moderada se ha encontrado en otros modelos experimentales como el
del gerbo (CLIFTON, 1989) en el que una disminucion de 2 °C en la temperatura
rectal producia una proteccion casi completa en las neuronas del drea CA,
hipocdmpica. Otros autores también han encontrado que pequeiias disminuciones de
temperatura reducen el dafio cerebral por isquemia global (CHOPP, 1989;
MINAMISAWA, 1990; WELSH, 1990).

En modelos de isquemia focal (oclusién permanente de la arteria cerebral
media como es el utilizado por nosotros), al permitir un enfriamiento espontineo
hasta 33 °C, se han encontrado reducciones del volumen de infarto del 77 % , e
instaurando la hipotermia de 33 °C una hora después de la isquemia, la reduccion
ha sido del 54% (KADER, 1992; MOYER, 1992). Nuestros resultados muestran
también una reduccién aproximada de la mitad del volumen del infarto cerebral con
hipotermia.

No solo en el cerebro sino en otros tejidos nerviosos como la médula espinal,
la hipotermia parece tener un papel protector (VACANTI, 1984). En ratas con
isquemia espinal, reducciones de la temperatura de 34-27 °C aportan proteccioén
tanto histopatolégica como recuperacién funcional (MARSALA, 1994). En cultivos
celulares también ha tenido la hipotermia un accién beneficiosa frente la hipoxia-
isquemia, :tanto en astrocitos como en neurcnas (SHUAIB, 1993).

Ha interesado a los investigadores el "cuanto" de la hipotermia: qué grado
es el que beneficia mis y qué limites no se deben traspasar para evitar la aparicion
de efectos perjudiciales. Por cada grado centigrado.que reducimos el metabolismo
- -cerebral ‘disminuye en-un 8% y com una temperatura de alrededor de 33 °C el
metabolismo cerebral baja un 20-30 %, pero no se sabe cudl es la temperatura que
protege mas en seres humanos.

~ Parece aceptada la proteccion que proporciona la hipotermia moderada, pero
sobre temperaturas n'uis bajas existe controversia. Para algunos autores hipotermias
mas acentuadas podrian ser también mds protectoras. Asi, en perros recién nacidos
sometidos a parada cardiaca durante 1,75 horas, un enfriamiento hasta una
temperatura rectal de 16 °C ofrecia mayor proteccion que el enfriamiento a 20 °C,
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y €ste a su vez era mas beneficioso que una temperatura de 24 °C (MUJSCE, 1994).
Esto mismo es aplicable a perros adultos, en los que reducir la temperatura cerebral
a 10 °C protege mas que reducirla a 15 °C (TISHERMAN, 1991). También en un
modelo global en la rata, 24 °C protegen mds que 34 °C (KULUZ, 1992).

Otros autores contradicen estos estudios, encontrando que hipotermias leves
(a 34 °C) tienen un efecto protector sobre el volumen de infarto, mientras que
hipotermias marcadas (de 15 °C) aumentan el grado de lesion (WEINRAUCH,
1992).

La discusiéon del grado optimo de hipotermia es importante, tanto
experimental como clinicamente, pues el reduccién de temperatura que ahora se
aplica en cirugia cardiaca se hace de una manera empirica, y mayores reducciones
pueden ser beneficiosas tanto en ésta situacién como en otras de isquemia global
(como la parada cardiaca) o en circusntancias de isquemia focal como el ACV, en
las que todavia no se ha ensayado.

Nosotros elegimos una hipotermia acentuada pero no extrema, que evitara las
complicaciones cardiorespiratorias que se producen en hipotermias muy severas. En
nuestro estudio el grupo de hipotermia tenia una temperatura cerebral promediada
durante las .24 - horas del -experimento (TEMPPC) de 25,09 % 3,42 °C,
aproximadamente 10 °C menor que el grupo de normotermia cuya temperatura
cerebral promediada era de 34,77 4 1,51. Como ya referimos anteriormente, la
temperatura cerebral en el grupo de normotermia es unos dos grados menor que la
rectal (TEMPPR 37,11 + 0,38 °C), que se mantuvo alrededor de los 37 °C. Ello
esta descrito en la literatura y se debe a‘que la sonda cerebral mide la temperatura
de la superficie del cerebro, que pierde calor por la craneotomia (BUSTO, 1986).
Como también vimos en el apartado de RESULTADOS, en el grupo de hipotermia,
la reduccion de la temperatura cerebral (10 °C aproximadamente), fue mayor que
la reduccién de temperatura rectal (6 °C aproximadamente), para evitar
complicaciones sistémicas de la hipotermia. Ello se consiguié enfriando el crineo
por un sistema independiente y regulable segin la monitorizacién continua que
teniamos de la temperatura cerebral (ver MATERIAL Y METODOS).
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La temperatura cerebral aplicada se puede conseguir en el ser humano y no
tiene muchas complicaciones si, como veremos, no se mantiene durante mucho
tiempo. La reduccién de volumen de infarto en nuestro grupo hipotérmico habla en
favor de que no solo con la hipotermia leve sino también cuando es mas marcada,
hay disminucion del dafio cerebral por isquemia.

‘También se.han:estudiado las consecuencias metabdlicas que tienen los
diferentes grados de reduccién de la temperatura. Como uno de los principales
mecanismos protectores propuestos para la hipotermia es la disminucién del consumo
cerebral de oxigeno, se ha intentado establecer qué relacion guarda dicho consumo
con las disminuciones de temperatura. Algunos defienden que dicha relacién es lineal
entre los 37 y 22 °C (MUIJSCE, 1994),-y temperaturas cada vez menores seguirian
disminuyendo el consumo de oxigeno, por lo que tendria sentido intentar conseguir
la temperatura mas baja posible. Por cada grado de temperatura que desciende, el
consumo de oxigeno se reduce en un 5% (SIESJO, 1978). Otros autores no han
encontrado esta reduccién lineal, sino reducciones mayores en el consumo de
oxigeno, a menores temperaturas. El Q,, (el cociente entre el metabolismo de
oxigeno a dos temperaturas separadas por 10 °C) en perros con temperaturas
cerebrales entre 37 y 27 °C es de 2°2 y es de 4’5 en €l intervalo de 27 a 14 °C, por
lo que seglin disminuimos la temperatura, las reducciones de consumo de oxigeno
son’ proporcionalmente mayores. De esta manera, con temperaturas entre 14 y 17
°C, el consumo de oxigeno es solo un 10 % del que se produce en normotermia
(MICHENFELDER, 1992).

Para otros, la relacién es logaritmica y la disminucion de temperaturas cada
vez ‘afectaria 'menos:al consumo de oxigeno, y por debajo de determinado valor no
habria mas proteccién. No existe acuerdo en ésta cuestién, y por eso hay autores que
han aplicado hipotermias de solo 2-4 °C respecto a la temperatura basal (BUSTO,
1987}, mientras que otros han aplicado hipotermias profundas (TISHERMAN, 1991;
MICHENFELDER, 1992). Por dltimo, otros autores han encontrado que la
hipotermia leve tras parada cardiaca no modifica la captacién de oxigeno (OKU,
1993). Otro pardmetro de actividad cerebral como es el EEG, muestra que la
maxima reduccién de actividad en el intervalo de 37 °C a 18 °C, se produce entre
28 los y los 18 °C (STEEN, 1983).
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Otra cuestion importante es el "cuindo” de la hipotermia: cudnto tiempo
puede demorarse su aplicacién tras la isquemia sin que desaparezca su accién
protectora, y cudnto tiempo debe durar para que tenga efectos beneficiosos y no
aparezcan complicaciones sistémicas o cerebrales.

La primera pregunta que se plantea es: ;jes necesaria la aplicacién inmediata
de+la hipotermia-tras la isquemia, o mentiene su efecto benéfico aunque se demore
su instauracién?. Esto tiene un interés préctico, pues una instauracién inmediata es
dificil en muchos casos de accidente cerebrovascular del ser humano. Respecto a
ésta cuestion, los primeros autores que-estudiaron la hipotermia (ROSOMOFF,
1957) solo la encontraron efectiva si se aplicaba inmzsdiatamente. Posteriormente los
resultados: han sido variables y han dependido del tipo de isquemia en el que se
aplica.

En isquemia focal irreversible que es el modelo que nosotros utilizamos,
algunos investigadores ro han observado proteccién cuando la isquemia se produce
en normotermia y se instaura la hipotermia pasado un tiempo (RIDENOUR, 1992;
MOYER, 1992), mientras que otros autores si han encontrado efecto beneficioso con
hipotermias instauradas una hora después de la isquemia (KADER, 1992; MOYER,
1992; ZHANG, 1993). También en los modelos de isquemia global los resultados
son contradictorios (KULUZ, 1992).

En isquemia focal reversible, aun retrasando la hipotermia una hora tras
provocar la isquemia (ZHANG, 1993), o incluso de una a cuatro horas
(MORIKAWA, 1992; RIDENOUR, 1992), hay una reduccion significativa del
-+ tamafio del infarto de alrededor del 50 ‘% con una- hipotermia moderada (30-33 °C).
Otros encuentran igualmente proteccion si la hipotermia se aplica durante la isquemia
que si se instaura posteriormente, durante la reperfusion (XUE, 1991). De todas
maneras, esta proteccion es menor cuando retrasa la hipotermia que si se instaura
la hipotermia desde el inicio de la isquemia (CHEN, 1992). También la temperatura
a la que se realiza la reperfusién influye en la lesién patolégica (BUCHAN, 1990;
KUROIWA, 1990).

La proteccién por hipotermia retrasada en estudios de oclusion arterial
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transitoria es de interés desde el punto de vista clinico, pues podria utiliarse para
salvar tejido cerebral tras la reperfusion que se produce al repermeabilizar un vaso
cerebral ocluido en seres humanos por medio de la trombolisis. La hipotermia y la
trombolisis, que son efectivos por separado en modelos experimentales, se han
utilizado también en combinacién, comprobindose su eficacia conjunta para
disminuir el drea de infarto, aungue probablemente la hipotermia sea mas eficaz que
la trombolisis (MEDEN, 1994). Sin embargo Ia hipotension oliguémica reduce el
efecto protector de la hipotermia (KEYKHAH, 1982), por lo que es de esperar que
en el futuro se restaure el flujo por trombolisis y se afiada hipotermia para

proporcionar una mayor proteccién.

‘En ‘nuestro estudio se aplicd la hipotermia desde el inicio de la cirugia, es
decir intraisquémica, que como hemos visto, experimentalmente ha mostrado
mayores efectos neuroprotectores que cuando se aplica posteriormente a la isquemia
(WELSCH, 1991; BORIS-MGLLER, 1990). También hay situaciones clinicas en el
ser humano en que la isquemia puede aplicarse desde el primer momento, como €s
la cirugia vascular cerebral de alto riesgo en que se puede instaurar la hipotermia
previamente a la cirugia. Asi, la endarterectomia carotidea, la oclusién de
aneurismas o malformaciones arteriovenosas tanto por cirugia como por catéteres
endovasculares y el vasospamo de las hemorragias subaracnoideas, son todas ellas
_situaciones en las que con una menor o mayor probabilidad puede esperarse una
‘complicaciéon en forma de isquemia cerebral focal. También los accidentes
cerebrovasculares pueden ser diagnosticados y tratados con mucha rapidez
dependiendo de la infraestructura y de la educacion sanitaria.

- También se ‘ha estudiado cudnto tiempo puede mantenerse la hipotermia sin
que aparezcan efectos perjudiciales. Mientras que algunos autores encuentran que
una temperatura  de 24 °C mantenida durante una hora tiene un efecto protector
(ONESTI, 1991), otros han hallado un efecto dafiino en hipotermias de 25 °C
mantenidas durante 48 horas. lo que sugiere que hipotermias beneficiosas pueden
convertirse. en perjudiciales si se prolongan en exceso (MICHENFELDER, 1977,
STEEN, 1979a; STEEN, 1980).

Por otra parte, cuando la reduccién de la temperatura por debajo de 28 °C
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dura mas de 24 horas, se producen complicaciones sistémicas al recobrar la
temperatura normal, como aciddsis, shock y vasoconstriccién con reduccién del
gasto cardiaco, (que al actuar en direcciones opuestas no modifican la tensién
arterial, por lo que pueden pasar desapercibidas inicialmente) (STEEN, 1979a). El
aumento de resistencia se produce por vasoconstriccién de las arteriolas musculares
en respuesta a la hipotermia, y cuando se vasodilatan al recalentar el organismo,

- -descargan sus.metabolitos Acidos secuestrados, produciendo aciddsis metabdlica, lo

que deprime miés la funcion cardiaca. Esta vasoconstriccion también puede afectar
al cerebro, que a las 48 horas de permanecer a 28 °C puede tener dreas sin
perfundir.

Estas complicaciones son probablemente una de las causas que ha hecho que
la hipotermia haya dejado de usarse en patologias en las que se utilizé en el pasado,
como los traumatismos craneoencefilicos y la cirugia intracraneal. Sin embargo, los
primates (incluido el hombre) parecen ser mds resistentes que animales
experimentales de menor tamafio a las complicaciones de la hipotermia crénica, por
lo que deberia ensayarse con todas las precauciones cuando los datos experimentales
son esperanzadores, como es el caso de la isquemia cerebral focal, equivalente del
ACYV del ser humano.

- Nosotros mantuvimos la hipotermia durante el tiempo de supervivencia del
animal que fueron 24 horas, tiempo suficiente para que se manifiesten las lesiones
histoldgicas y para evitar los problemas metabdlicos que se asocian a las hipotermias
mis prolongadas. En nuestro experimento, el efecto protector con una reduccion
aproximada del volumen de infarto a la mitad (Tabla 34 de RESULTADOS), se

‘consigue con temperaturas cerebrales promediadas de 25,09 °C (TEMPPC) aplicadas

durante 24 horas, pero en experimentos de mis de 24 horas, y especialmente en
aquellos que se prolongan mis de 48 horas, la hipotermia puede ser perjudicial.

Los resultados de nuestro experimento, como los de otros autores indican que
el efecto protector parece superar claramente a los efectos adversos, especialmente
si la hipotermia no es muy prolongada. También la mortalidad fue mayor en el
grupo de normotermia que en el de hipotermia, aunque la diferencia no llegd a
alcanzar significacion estadistica (Tabla 33 de RESULTADQOS), probablemente por
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el tamano de la muestra.

Revisamos a continuacién trabajos que han investigado los efectos
metabdlicos de la hipotermia para intentar averiguar sus mecanismos de accién a

nivel bioquimico y celular.

A nivel bioquimico se ha determinado el ATP en el cerebro de ratas recién
nacidas sujetas a isquemia focal, y a medida que se disminuye la temperatura,
disminuye el tamafio de infarto y la depleccion de ATP, por lo que la disminucién
de las demandas metabdlicas con la consecuente conservacién del ATP puede ser el
mecanismo que explique el efecto protector de la hipotermia (YOUNG, 1983). Por
otra parte, la hipotermia también favorece la recuperacion metabdlica, pues tras una
isquemia global que suprime las reservas de ATP, al producirse la recirculacién, el
pH y dichas las reservas de ATP se recuperan a partir del AMP (SUTTON, 1991).
Por el contrario, otros estudios no han encontrado que la hipotermia evite el
agotamiento de los fosfatos de alta energia o el aumento de acido lactico (BUSTO,
1987; NATALE, 1989), y sin embargo constatan un menor dafio histolégico, por lo
que pueden existir ademds otras explicaciones para su accion beneficiosa.

Asi por ejemplo, la hipotermia puede proteger el cerebro isquémico por
.estabilizacion de las.membranas .plasmaticas o reduciendo la sintesis, liberacion y
recaptaciéon de neurotransmisores excitatorios como el glutamato (MITANI, 1991),
tal vez al retrasar la despolarizacién anéxica retardada (TAYLOR, 1993). De ésta
manera se evita la activacién del receptor NMDA y la consiguiente entrada de calcio

a la neurona.

Otros posibles mecanismos protectores son la reduccion del edema cerebral
postisquémico y una menor liberacién de leucotrienos: la hipotermia puede reducir
la liberacién de tromboxano B, durante la isquemia, evitando su accién
vasoconstrictora y proagregante. Aunque la hipotermia no evita que se acumulen los
acidos grasos libres, si reduce la formacion de leucotrieno B-4 que es productor de
edema (BUSTO, 1989a).

También se han postulado las siguientes acciones beneficiosas de la
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hipotermia: evitar la ruptura de la barrera hematoencefilica (DIETRICH, 1993)
(pues la hipotermia revierte parcialmente la extravasacion de peroxidasa de ribano);
disminuir la capacidad de coagulacién sanguinea, y asi la formacién de
microémbolos; una menor formacién de radicales libres, pues se ha comprobado en
modelos de isquemia global por parada cardiaca en perros, que en hipotermia
disminuyen en el cerebro los productos de la peroxidacién lipidica como el
~malondialdehido-ysconsecuentemente también se reduce el consumo de captadores
de radicales libres como el glutation reducido, glutatién peroxidasa y la
superéxidodismutasa (BAIPING, 1994). También podria reducir la hipertensién
intracraneal (BALDWIN, 1991).

La sintesis de ubicuitina, una proteina importante para mantener la viabilidad
celular, podria estar aumentada en hipotermia, 1o que puede ser un mecanismo
protector en la llamada muerte neuronal retrasada que citamos en el apartado A.3.1.
Ello se ha deducido de experimentos con gerbos sujetos a isquemia global, en los
que en condiciones de hipotermia, no solo hay mayor densidad neuronal en el
hipocampo, sino que en dichas neuronas se recupera la sintesis de ubicuitina
(YAMASHITA, 1991). En cambio la proteina del "golpe de calor™ HSP-72 no
parece ser importante. para .la.accion de la hipotermia (CHOPP, 1992).

- :»*Midiendo.en gerbos:los:productos del metabolismo energético del cerebro por
medio de la espectroscopia por resonancia magnética "in vivo" al tiempo que se
mide el flujo cerebral, se encuentra que el flujo a partir del cual se altera el
metabolismo energético es menor en hipotermia, lo que ayuda a explicar la
proteccion por la hipotermia del metabolismo en condiciones de isquemia (GADIAN,
- 1993). Por:éste mismo método se ha:comprobado una menor acidésis y una mayor
recuperacién de la misma en hipotermia que en normo o hipertermia
(HARALDSETH, 1992).

-.-En clinica humana no eXisten ensayos clinicos de ictus e hipotermia, pero si
se ha estudiado la coexistencia de un ictus con hipertermia, encontradose en general
efectos perjudiciales sobre la mortalidad y las secuelas (HINDFELDT, 1976). Esto
mismo se ha observado en estudios experimentales, tanto en modelos de isquemia
focal (CHEN, 1991) como en modelos de isquemia global (DIETRICH, 1990b). A
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nivel bioguimico, cada grado de temperatura que aumenta, incrementa el consumo
de oxigeno en un 5-6 % . Aunque no disminuye el ATP ni aumenta el 4cido lactico,
si 1o hace el aminoacido glutamato, que en concentraciones excesivas es toxico por
un mecanismo excitatorio (CARLSSON, 1976). La hipertemia aumenta la tendencia
trombética de la sangre y disminuye su capacidad trombolitica. También es capaz
de inducir la expresion de las "proteinas de golpe de calor” como la HSP 72 que ya
hemos comentado en la INTRODUCCION. La hipertermia dafa la barrera
hematoencefélica y por si sola, en grados extremos, produce cambios histologicos

similares al infarto isquémico.

Todavia no se ha ensayado Ia hipotermia en personas que sufren un accidente
cerebrovascular. Pero a pesar de faltar la prueba definitiva del ensayo clinico, la
evidencia experimental ha tenido ya consecuencias practicas: nuevos farmacos que
se desarrollan con supuesta accion neuroprotectora para la isquemia cerebral, se
comparan en su accién sobre modelos animales con el "estidndar de oro" de la
hipotermia (BUCHAN, 1992; MATSUMOTO, 1993); cuando se han revisado
estudios anteriores de farmacos como los barbitdricos y anestésicos a los que se
encontré un papel protector en la isquemia cerebral experimental, dicho efecto
protector se ha atribuido a la hipotermia que producian méis que al firmaco en si
(STERNAU, 1991). Actualmente las compaififas farmacéuticas estin desarrollando
.firmacos especificamente : hipotermizantes dirigidos al tratamiento del accidente
cerebrovascular humano (HALL, 1993). Aungue no se aplique hipotermia, cada vez
mis los clinicos tratan enérgicamente la hipertermia que puede coexistir con un

accidente cerebrovascular.

Actualmente se utiliza la hipotermia en situaciones de riesgo de isquemia
cerebral global como es la cirugia cardiaca con circulacion extracorpérea, o en la
cirugia simultdnea coronaria y de cardtidas, cuando por estar ambas cardtidas
estenosadas, existe riesgo de isquemia cerebral perioperatoria (KOUCHOUKOS,
1994). En ésta situacién mantener el corazén en asistolia 30-45 minutos a 15-18 °C

es bien tolerado por el cerebro.

Otras aplicaciones que deben ser exploradas en un futuro préximo, son tras
la parada cardiaca, en cirugia cerebrovascular de riesgo como es la oclusion de
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aneurismas y malformaciones arteriovenosas cerebrales, tanto por via quirirgica
como por catéter endovascular, la endarterectomia carotidea, el vasospasmo por
hemorragia subaracnoidea y en el tratamiento de accidentes cerebrovasculares,
especialmente aquellos en evolucidn que estin empeorando clinicamente.

Como se ha dicho, el modelo de isquemia focal que hemos utilizado remeda
el accidente cerebrovascular del ser humano, por lo que con todas las reservas
justificadas por las diferencias existentes entre un modelo animal y una enfermedad
en ¢l ser humano, es al accidente cerebrovascular donde nuestros resultados sobre

la hipotermia pueden extrapolarse.

Nuestro trabajo y otros anteriores de la literatura son coincidentes en el papel
protector de la hipotermia, lo que justifica el inicio de ensayos clinicos de hipotermia
en accidentes cerebrovasculares. Este podria ser el primer tratamiento efectivo para

estos enferimos.
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F. CONCLUSIONES:

El presente trabajo incluye dos estudios: en uno se ha modificado la glucemia
y establecido grupos-de-hiperglucemia, normoglucemia e hipoglucemia, aplicando
ésta dltima tanto después de producir el infarto cerebral, como previamente. En el
segundo estudio se indujo hipotermia en un grupo experimental, mientras que se
mantuvo la temperatura en otro.

Estas' condiciones experimentales se aplicaron en un modelo de isquemia
focal no reversible por oclusion intracraneal de la arteria cerebral media de la rata,
modelo que remeda el infarto cerebral isquémico del ser humano.

En ambos estudios se ha medido el volumen de infarto cerebral, con objeto
de evaluar el efecto que tiene la modificacion de la glucemia y la hipoteriia en el

mismao.

Respecto al primer estudio sobre el efecto de las variaciones de la glucemia

-sobreel volumen'de ‘infarto -cerebral en-la rata, las conclusiones principales son:

1- Una hipoglucemia instayrada previamente a la oclusién de la arteria
cerebral media origina menores volimenes de infarto cerebral que una hiperglucemia
que se induce tras la oclusién.

2- Esta hiperglucemia y mayor volumen de infarto no es solo debido al
estrés, pues condiciones experimentales que mantienen el estrés constante pero
incrementan la glucemia, aumentan el volumen de infarto cerebral.

3- No es necesario que exista una diabetes mellitus previa para que se
manifieste el mayor volumen de infarto citado, que aparece con una hiperglucemia
provocada de forma aguda.
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4- Una hipoglucemia aplicada previamente a la oclusién vascular ocasiona
menores volimenes de infarto que cuando la hipoglucemia es inducida dos horas
después de ocluir la arteria cerebral media.

5- La reduccion del volumen de infarto asociada a la hipoglucemia previa
respecto a la hiperglucemia e hipoglucemia posteriores al infarto, afecta tanto al
volumen total de infarto cerebral, como al volumen de infarto cortical y de los
ganglios basales por separado.

6- Por lo tanto, la hipoglucemia previa a la oclusién vascular parece tener un
papel protector sobre el cerebro isquémico respecto a las dos situaciones anteriores.

Respecto a la segunda parte del trabajo en la que estudiamos el efecto de la
hipotermia en el volumen de infarto cerebral en la rata, se pueden sacar las

siguientes conclusiones:

1- Cuando se reduce la temperatura coporal y cerebral, el volumen de infarto
cerebral es menor que cuando se mantiene una temperatura normal. En concreto,
una reduccién aproximadamente de 10 °C de la temperatura cerebral, tiene efectos

protectores.

2- Esta reduccion del tamaiio del infarto afecta al volumen total de infarto
cerebral, y tanto al volumen de infarto de Ia corieza cerebral como al de los ganglios
basales por separado, siendo particularmente acentuada en ésta Ultima localizacion.

3- Por lo tanto la hipotermia tiene un papel protector para el cerebro en el
modelo de isquemia focal que hemos utilizado respecto al mantenimiento de una

temperatura normal.
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