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Resumen: La inflamacién contribuye al progreso de la lesion isquémica y al deterioro neuroldgico
en el ictus, una enfermedad aguda en la cual se interrumpe o disminuye la irrigacion del cerebro.
En esta respuesta inflamatoria intervienen sefiales extracelulares (como citocinas, quimiocinas y
proteinasas de la matriz extracelular), se activan células gliales y vasculares, e infiltran leucocitos.
Los neutrdfilos son los primeros leucocitos infiltrantes que aparecen en las primeras horas después
del inicio de la isquemia, y liberan enzimas citotéxicas y proteinasas de la matriz extracelular,
generando estrés oxidativo. La posterior infiltracion de monocitos y linfocitos también contribuye a
la exacerbacion de la isquemia, Ademas, la lesién cerebral provoca la liberacién de catecolaminas
y corticosteroides al torrente circulatorio, que pueden afectar al sistema inmunitario y favorecer
una respuesta antiinflamatoria de tipo Th2. Dicha respuesta podria frenar la inflamacién cerebral
al limitar el proceso inflamatorio local al tejido isquémico, a expensas de inducir un sindrome de
inmunodepresion que favoreciera que los sujetos isquémicos fueran mas susceptibles a contraer
infecciones. El estrés oxidativo y la inflamacién se han identificado como posibles dianas para el
tratamiento del ictus y puede intervenirse farmacolégicamente, aunque aun queda por aclarar de
qué modo el estado de inmunosupresiéon inducido por la respuesta antiinflamatoria podria aumen-
tar el riesgo de contraer infecciones en los pacientes de ictus.
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Ictus y lesién isquémica

El ictus es una enfermedad aguda en la cual
se interrumpe o disminuye la irrigacién normal
del cerebro o de una zona de él, y a menudo es
causa de discapacidad permanente o muerte.
El ictus es muy frecuente en nuestra sociedad y
es la enfermedad neurolégica que causa mayor
nimero de ingresos hospitalarios. A pesar de
que el ictus se produce generalmente en perso-
nas de edad avanzada, también puede afectar
a personas mas jévenes en funcion de diver-
sos factores de riesgo. El ictus isquémico es el

mas frecuente y en él nos centraremos en este
trabajo. Se han desarrollado modelos animales
que principalmente se basan en ocluir la arteria
cerebral media accediendo directamente a ella
(craneotomia),! por oclusién mecanica intro-
duciendo un filamento por la carétida interna
(intraluminal),? o generando trombos (trombo-
embdlico).> Estos modelos se asemejan en
gran medida a la enfermedad en cuanto indu-
cen una interrupcién brusca del flujo sanguineo
cerebral, pero aun asi estan lejos de la patolo-
gia humana porque frecuentemente se realizan
en animales jovenes y sanos, desprovistos de
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los factores de riesgo que suelen acompafiar
al ictus. A modo de ejemplo, la hiperglucemia
en fase aguda de la isquemia aumenta la in-
filtracién de neutréfilos, el estrés oxidativo, la
liberacién de corticosteroides y la glucosilacién
de proteinas, factores que exacerban la lesién
isquémica;* y la lesién es méas grave en los
animales hipertensos.> De todos modos, los
modelos animales de isquemia cerebral permi-
ten obtener una informacién valiosisima sobre
los mecanismos moleculares implicados en la
muerte neuronal y en el desarrollo del infarto.

La isquemia es un fendmeno agudo, pero la
lesién cerebral es un proceso dindmico que se
genera de forma progresiva en las horas y dias
que siguen al inicio de la isquemia.? El nicleo
isquémico, la zona mas afectada que va a sufrir
necrosis, estéd rodeado por la penumbra, que se
asocia a tejido en riesgo de desarrollar muerte
neuronal. En la penumbra, la muerte neuronal
tiene un componente apoptdtico”® y progresa
de forma maés lenta. Este concepto tiene re-
levancia clinica no sélo porque se cree que la
penumbra puede responder a tratamientos far-
macolégicos y es una diana terapéutica, sino
también porque esta zona se puede identificar
mediante técnicas de diagnéstico por imagen.
La isquemia induce fallo metabdlico, liberacién
masiva de glutamato, aumento de calcio intra-
celular, excitotoxicidad y fallo en las bombas de
membrana, lo que provoca edema citotdxico.?
Las células no pueden mantener el potencial de
membrana, afectando a la viabilidad celular y
provocando necrosis. En los animales este pro-
ceso se puede prevenir o0 atenuar administrando
antagonistas de los receptores del glutamato o
inhibiendo la entrada de calcio, entre otras es-
trategias. Sin embargo, éstas sélo son efectivas
cuando se administran antes o inmediatamente
después del inicio del proceso isquémico, y por
ello en la préactica clinica es muy dificil detener
esta cascada inicial de sefiales.

Reperfusién, tromboalisis
y papel del estrés oxidativo

Actualmente el Unico tratamiento aprobado
en Europa y Estados Unidos para el ictus es la
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trombdlisis con activador tisular del plasminé-
geno (rtPA, alteplasa), con una ventana tera-
péutica de tres horas. Efectivamente, la reper-
fusién del tejido isquémico es la mejor forma
de proteger el cerebro. Sin embargo, la reper-
fusion comporta riesgos, como la hemorragia,
y puede tener efectos no deseados. En otros
6rganos, como el corazoén, existe el denomi-
nado dafio por reperfusién que estd mediado
por el estrés oxidativo, pero en el cerebro la
posible magnitud y contribucién de este efecto
no estan bien identificadas. Estudios experi-
mentales han mostrado la eficacia de diversos
agentes antioxidantes en la isquemia/reperfu-
sién cerebral. Sin embargo, en ensayos clini-
cos no se han obtenido resultados favorables
con antioxidantes. El ejemplo mas reciente es
el ensayo clinico SAINT Il con NXY-059, se-
cuestrador de radicales libres, que ha dado un
resultado neutro!®a pesar de estar avalado por
un ensayo clinico previo (SAINT )!! y por datos
preclinicos sélidos. Basandonos en un estudio
preclinico que realizamos?® y en datos clinicos,
nuestro equipo de investigacion clinica ha lle-
vado a cabo recientemente un ensayo de fase Il
con un antioxidante endégeno, el acido Urico,
combinado con rtPA, que ha demostrado segu-
ridad.'? Proximamente se iniciard un estudio
académico multicéntrico de fase Ill para de-
terminar la eficacia de este tratamiento com-
binado. La combinacion de antioxidantes con
tromboliticos podria reducir la tasa de eventos
no deseables (hemorragia y muerte) inducidos
por estos ultimos, y alargar la ventana terapéu-
tica para poder tratar un mayor nimero de pa-
cientes.

Contribucién de la inflamacion
a la lesion isquémica

La necrosis provoca la liberacion del con-
tenido celular al medio extracelular y una
respuesta inflamatoria que induce activacién
de las células gliales del entorno e infiltra-
cién leucocitaria.'®!* Este proceso se pue-
de monitorizar in vivo mediante técnicas de
imagen.!5 Los primeros leucocitos infiltrantes
son los neutréfilos, que aparecen en las prime-



LA INFLAMACION COMO DIANA TERAPEUTICA EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

ras horas después del inicio de la isquemia y
presentan un pico a las 24-48 horas.'3>1® Los
neutroéfilos liberan enzimas citotéxicas, como
la mieloperoxidasa, y proteinasas de la matriz
extracelular, como la MMP-9,'¢ y generan es-
trés oxidativo. En una segunda fase (3-4 dias)
infiltran monocitos y linfocitos. Los monocitos
activados adquieren propiedades fagociticas
de células macrofagicas y eliminan detritus
celulares. La infiltracién de células T CD4+ y
CD8+ también tiene relevancia en la isquemia
cerebral y participa en la lesién.!” Por tanto,
la inflamacion contribuye a la progresién de la
lesion y exacerba el efecto de la isquemia. >4

Citocinas

La isquemia aumenta la expresion de cito-
cinas proinflamatorias y quimiocinas capaces
de inducir reactividad glial y atraer diferentes
tipos de leucocitos hacia la zona de lesion. Ya
en las primeras horas después del inicio de la
isquemia se libera factor de necrosis tumoral
(TNF-o0), interleucinas (IL) y distintos tipos de
interferén (IFN),*® asi como quimiocinas. Los
titulos de citocinas también aumentan en la
sangre y en el liquido cefalorraquideo, segun
se ha demostrado en animales de experimen-
tacion y en pacientes de ictus. Asi, concen-
traciones sanguineas elevadas de IL-6 y de
TNF-o se correlacionan con deterioro neurol6-
gico.!® Sin embargo, la administracion intrace-
rebral de IL-6 tiene efectos neuroprotectores
en animales,?® y también se reconoce el papel
dual del TNF-02! en funcién del receptor so-
bre el cual actua. La concentracion, el lugar y
el tiempo de accién de las citocinas pueden
desempefiar un papel determinante en estos
efectos aparentemente contradictorios. En
cambio, concentraciones bajas de la citocina
antiinflamatoria IL-10 en pacientes se relacio-
na con mal pronéstico,?? lo que concuerda con
resultados experimentales que muestran efec-
tos beneficiosos de la IL-10.23

Vias de sefializacién intracelular

Las citocinas se unen a receptores de mem-
brana y activan vias de sefializacion intrace-

lular multiples y complejas, que interactdan
provocando una respuesta celular. Menciona-
remos dos vias que tienen un papel destacado
en la isquemia: el NF-xB%* y la JAK/STAT?5.
Ambas tienen en comun el ser rapidamente
activables por un estimulo extracelular, ya que
los factores implicados estan frecuentemen-
te presentes en el citoplasma, y responden a
proteinas cinasas acopladas a receptores de
membrana que inducen la liberacién de facto-
res proinflamatorios. La activacién del NF-xB
induce TNF-o. y moléculas de adhesién, entre
otras. En el caso de JAK/STAT, las cinasas JAK
fosforilan en residuos tirosina proteinas de la
familia STAT, que después forman homodime-
ros o heterodimeros, translocan el ndcleo y ac-
tivan la transcripcién génica. La JAK/STAT se
activa tras la isquemia,?5-28 pero el mecanismo
molecular subyacente no se conoce. En culti-
vos de astrocitos hemos podido comprobar la
funcién fundamental del estrés oxidativo y de
ciertas citocinas en la activaciéon de la JAK/
STAT.2%30 Estas vias de sefializacién también
se activan en respuestas de inmunidad innata
mediadas por los receptores del tipo Toll-like
(TLR) y por varios de sus agonistas (Gorina et
al., observaciones no publicadas), como por
ejemplo el lipopolisacarido bacteriano, que
actlia por via de TLR-4. Recientemente se ha
demostrado que la isquemia cerebral produce
lesiones menores en animales deficientes en
TLR-4.3! Por tanto, en la isquemia, la inflama-
cion y la inmunidad innata estan intimamente
relacionadas.

Moléculas de adhesion

La infiltracion leucocitaria estd mediada
por la expresién de moléculas de adhesién en
el endotelio vascular cerebral, y dichas molé-
culas se han propuesto como diana de inter-
vencion terapéutica. Algunas de estas molé-
culas son inducibles y responden a sefiales in-
tracelulares proinflamatorias. Asi, la ICAM-1,
a la cual se reconoce un papel importante en
la infiltracién de neutréfilos, responde a la ac-
tivacion del NF-xB. En animales, el bloqueo
de la ICAM-1 mediante anticuerpos impide la
infiltraciéon de neutrofilos al tejido después de
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la isquemia!® y ejerce un efecto beneficioso
en la isquemia/reperfusion.3? Estos resultados
preclinicos positivos promovieron un ensayo
clinico en pacientes de ictus con enlimomab,
un anticuepo anti-ICAM-1. Sin embargo, este
estudio resulté negativo.3

En nuestro laboratorio bloqueamos otra
molécula de adhesion inducible, la VCAM-1,
que participa en la infiltracién de monocitos.
La administracién de anticuerpos bloquean-
tes contra VCAM-1 redujo la infiltraciéon de
macréfagos al tejido, pero no impidié de for-
ma global la infiltracién leucocitaria.? Méas
aun, esta estrategia no disminuyé el volumen
del infarto ni atenud el déficit neurolégico.?
Tales resultados muestran que la regulacién
de la infiltracién leucocitaria es compleja y
que la intervencién sobre un Gnico proceso es
insuficiente, o puede alterar el equilibrio pre-
existente entre sefales y tener consecuencias
negativas.

Alteracion del sistema inmunitario

El SNC y el sistema inmunitario estan es-
trechamente conectados.3* Asi, una situacién
de estrés o una lesién cerebral aguda provocan
liberacion de corticosteroides y catecolaminas
al torrente sanguineo.3* Los linfocitos tienen
receptores adrenérgicos, y las catecolaminas
promueven la apoptosis de linfocitos T naive
y Thl, mientras que potencian una respues-
ta antiinflamatoria de tipo Th2. Este efecto
induce un estado de inmunosupresion que
se ha demostrado que ocurre en la isquemia
cerebral en animales de experimentacién, 3536
y datos obtenidos por nuestro equipo apoyan
la existencia de dicho efecto también en los
pacientes de ictus.®”*® La inmunosupresién
es causa de que los ratones isquémicos ad-
quieran infecciones y mueran,3® y se cree que
puede ser la causa del elevado riesgo de con-
traer infecciones que tienen los pacientes de
ictus.3840 Las citocinas plasmaticas también
pueden tener un papel en este fenémeno,
puesto que contribuyen a modular las res-
puestas Th1/Th2. Se ha propuesto que la res-
puesta antiinflamatoria asociada a un estado
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de inmunosupresién podria ser beneficiosa al
limitar el proceso inflamatorio local al tejido
isquémico, a expensas de que los sujetos is-
quémicos fueran mas susceptibles a contraer
infecciones, e incluso que si la infeccién se
pudiera detectar precozmente, y tratar o in-
cluso prevenir, el efecto global podria ser be-
neficioso.3®4° Sin embargo, en pacientes no
se ha podido demostrar el beneficio de la pro-
filaxis con antibiéticos para prevenir las infec-
ciones tras un ictus.*!

Efectos vasculares:
citocinas y estrés oxidativo

La isquemia/reperfusién genera una res-
puesta inflamatoria local y sistémica asociada
a la liberacién de citocinas y radicales libres®
que pueden influir en la reactividad vascular.
Tanto las citocinas como los radicales libres
se han relacionado con las disfunciones endo-
teliales observadas en diversas enfermedades
cardiovasculares.*>#3 Tras el ictus se produce
un aumento de la presién arterial, que aproxi-
madamente en un tercio de los pacientes se
mantiene hasta 10 dias después del inicio
de los sintomas neurolégicos.** Los mecanis-
mos implicados en la hipertensién observada
después de un accidente vascular cerebral no
estan del todo dilucidados, aunque se ha suge-
rido la implicacion del sistema nervioso simpé-
tico. Las arterias mesentéricas de resistencia
participan de manera importante en la regu-
lacién del tono vascular y, en consecuencia,
de la presion arterial. Por ello, las alteraciones
en el tono vascular de estas arterias podrian
desempefiar un papel importante en la pro-
gresién y en la patogenia de las enfermedades
vasculares,*® entre ellas el ictus. El tono de las
arterias de resistencia depende de la relacién
entre diversos factores (vasoconstrictores y va-
sodilatadores) liberados por las células endo-
teliales y la noradrenalina liberada por estimu-
lacién simpética, que a su vez actla sobre los
receptores adrenérgicos de las células muscu-
lares lisas, produciendo vasoconstriccién.

En nuestro laboratorio hemos observado
que la incubacién con citocinas afecta las
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respuestas vasoconstrictoras y vasodilatado-
res en las arterias mesentéricas de resisten-
cia.>*54 Puesto que el ictus produce cambios
en la presién arterial, nos planteamos si la is-
quemia/reperfusién cerebral podria afectar las
respuestas vasoconstrictoras y vasodilatadoras
en las arterias mesentéricas de resistencia.
Asi, en ratas observamos que tras un periodo
de oclusién (90 minutos) de la arteria cerebral
media, seguido de reperfusion (24 horas), se
produce un aumento de las citocinas circu-
lantes acompafiado por una clara disfuncion
endotelial, sin que se afecten las respuestas
vasoconstrictoras mediadas por los receptores
o-adrenérgicos. Estos cambios se asocian a
aumentos en la produccién de aniones super-
oxido y en la expresion de ciclooxigenasa-2.
La disfuncién endotelial fue revertida por la
superdxido dismutasa y por la indometacina.
Estos resultados nos Ilevan a proponer que
una produccién excesiva de aniones superoxi-
do en las arterias mesentéricas de resistencia

media la disfuncién endotelial observada tras
la isquemia cerebral, y que en este efecto po-
dria estar involucrado un aumento de las cito-
cinas circulantes.*” Todo ello contribuiria a las
alteraciones de la presion arterial observadas
tras el ictus. Estos trabajos abren la puerta a
nuevas investigaciones con farmacos que pue-
dan modificar alguna de las dianas alteradas
en el sistema nervioso periférico y contribuir,
en un futuro, a paliar algunos de los efectos
vasculares sistémicos tras el ictus.

Dianas terapéuticas

Basandonos en gran medida en estudios
realizados por nuestros equipos de investi-
gacion, identificamos el estrés oxidativo y la
inflamacién como dianas terapéuticas para
combatir la lesion isquémica (Fig. 1), y que
avalan la combinacién de tromboliticos y
otros farmacos para tratar el ictus. La base

Alteraciones metabdlicas

Estrés 1o:utidati\«'t:i

Antioxidantes %

Entorno celular alterado

Moléculas pr%lnﬂamahﬂés
(citocinas, quimiocinas)

Antiinflamatorios, infiltracion leucocitaria
Inmunomoduladores

Progresion

Apoptosis
Periferia

G

Aumento de citocinas circulantes
Alteraciones del sistema inmunitario

Alteraciones vasculares en zonas remotas

Liberacion masiva de glutamato
Excitotoxicidad

Fallo de EERGTILEE —
allo de bo;Im S CLICE N tioxidantes

Produccion de radicales libres

Liberacién del contenido

intracelular al medio . .
Antiinflamatorios
Lesion vascular =

Inmunomoduladores
Hinchamiento celular

Lesién mitrocondrial
Muerte celular rapida

Antiinflamatorios

Inmunomoduladores

Figura 1. Posibles dianas de accion terapéutica en la isquemia cerebral.
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de este planteamiento es que la reperfusion
puede rescatar el tejido en riesgo (penumbra),
pero puede inducir estrés oxidativo, activar
vias proinflamatorias e inducir reactividad
glial y vascular, y favorecer la infiltracion de
leucocitos. Se tienen datos que apoyan el uso
de tromboliticos y antioxidantes, y muestran
el efecto nocivo de la inflamacién. Ademas,
se han identificado respuestas sistémicas,
vasculares e inmunitarias, que contribuyen al
proceso patolégico desencadenado por el ic-
tus. Combatir la inflamacién cerebral parece
ser beneficioso para el tejido lesionado y para
prevenir diversas alteraciones vasculares, pero
queda por aclarar de qué modo potenciar las
respuestas antiinflamatorias podria inducir o
exacerbar la condicién de inmunodepresién
generada tras el ictus, y si este fendémeno
podria incrementar el riesgo de infeccion y
muerte en los pacientes.
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M.l. Corapo: ;Tenéis experiencia en la utili-
zacién de inhibidores de la activacién de la
microglia sobre el volumen de infarto?

A.M. PLanas: Con inhibidores directos no te-
nemos datos.

M.I. CoLapo: Has mostrado los resultados de
administrar tPA tres horas después de la
lesién. ;Qué sucede si se administra mas
tarde?

A.M. Panas: A las cinco horas todavia se
observan efectos protectores, pero normal-
mente van acompafiados de mas hemorra-
gias y mortalidad. Por lo tanto, cuando no
aparecen estos efectos negativos, el dafio
es menor.

. ERrILL: jFunciona el precondicionamento is-
S.E iF | d t
quémico en el cerebro?

A.M. PLanas: Es un campo muy amplio y muy
interesante, pero nosotros no lo abarcamos.

J.M. VELA: Si la inhibicion de la infiltracion de
neutréfilos no disminuye el &rea infartada,
pensando en una terapia antiinflamatoria,
;cual seria la diana celular?

A.M. PLanas: Se han publicado resultados muy
controvertidos sobre los neutréfilos. Al tra-
bajar con animales neutropénicos, mas sus-
ceptibles de morir, resulta dificil demostrar
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su posible beneficio. Ademas, los neutréfilos
también desempefian un papel sobre el sis-
tema inmunitario. Este es un nuevo campo
en el cual ahora estamos entrando para es-
tudiar de qué manera el dafio cerebral afecta
al sistema inmunitario.

C. GoicoecHeA: ;Qué correlacion existe entre la
participacion de la microglia y los astroci-
tos?

A.M. PLanas: En una lesién isquémica mue-
re tanto la microglia como los astrocitos.
A medida que pasan los dias, la microglia
se activa mucho en el nucleo isquémico,
donde adquiere una morfologia indistingui-
ble de los macréfagos que estan infiltran-
do. La astroglia se sitlia alrededor de esta
zona repleta de macréfagos y alli se genera
la cicatriz glial. Si en el curso del tiempo
se activan primero unas u otras... Proba-
blemente ambas estan respondiendo ante
una lesién.

J.A. Armuo: jLos antiglutamérgicos serian va-
lidos en la neuroproteccion en un modelo de
isquemia cerebral? ;Podrian interaccionar
con la inflamacién?

A.M. Puanas: Si, para mi la combinacién de
farmacos es una buena estrategia. Lo que
sucede es que es dificil trasladar a la clinica
la prevencion de la cascada de sefiales en
que interviene el glutamato. Precisamente,



LA INFLAMACION COMO DIANA TERAPEUTICA EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

un estudio de un antagonista de NMDA en
humanos se tuvo que interrumpir porque
producia importantes efectos psicolégicos
no detectados previamente en animales.

M.J. Ramirez: Nosotros tenemos experiencia
con la utilizacién de MK801, un antagonis-
ta de NMDA, en el animal de experimen-
tacién, y ciertamente produce problemas
cognitivos terribles acompafiados de un
sindrome motor imposible de discernir del
cognitivo, de modo que en la prueba del
laberinto acuatico de Morris no se logra di-
ferenciar si el animal no alcanza la plata-
forma porque no la distingue o porque esta
tan incoordinado que es incapaz de nadar
correctamente.

A.M. PLanas: Creo que lo que acabas de men-
cionar es un ejemplo muy claro de uno de
los problemas que tenemos en experimen-
tacion. A veces observamos efectos a los
que no damos importancia y luego tienen
una gran repercusién en otra investigacién.
Es obligatorio estar bien alerta ante aspec-
tos que a lo mejor no nos convienen para
publicar el articulo, pero que no dejan de
ser muy relevantes para la investigacion en
general.

J.M. Baevens: Si existen cambios motores muy

evidentes y otros cognitivos muy sutiles, la
utilizacién de la escala para valorar la efica-
cia funcional parece ser clave.

A.M. Puanas: Si, la alteracion motora es tan

importante que enmascara los problemas
cognitivos. Puede ser que las pruebas de
resonancia funcional sean una forma mas
objetiva de valoracién, pero todavia no se ha
estudiado convenientemente.

J. LLenas: ;Las ratas que utilizais tienen el po-

ligono de Willis preservado?

A.M. PLanas: Si, esta preservado, pero esto no

impide que se induzca isquemia focal cuan-
do se ocluye la arteria cerebral media. En
cambio, para realizar isquemia global utili-
zamos jerbos porque tienen poca comunica-
cion entre las arterias vertebrales y las caré-
tidas, de modo que ocluyendo Gnicamente
las carétidas se produce una isquemia glo-
bal de la parte anterior del cerebro. Si no
fuese asi, gracias al poligono de Willis existi-
ria irrigacion suficiente y no se produciria la
isquemia, por lo que en la rata, para inducir
isquemia global, es necesario ocluir las arte-
rias vertebrales ademas de las carétidas.
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