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PALABRAS CLAVE Resumen El objetivo principal de los modelos experimentales de isquemia cerebral es el estu-
Infarto cerebral; dio del dafio isquémico cerebral en condiciones fisioldgicamente controladas y reproducibles.
Isquemia cerebral; Los estudios realizados han sido esenciales para establecer nuevos conceptos sobre los meca-
Modelos nismos subyacentes al dafo cerebral isquémico tales como la penumbra isquémica, el dafo por
experimentales reperfusion, los mecanismos de muerte celular o la importancia del dano sufrido por las mito-

condrias, las células gliales y la sustancia blanca. Sin embargo, debido a la discrepancia entre
los estudios experimentales y clinicos respecto a la eficacia de las terapias que tratan de ami-
norar o revertir el daio isquémico cerebral, existe una polémica creciente en torno a la utilidad
clinica de los modelos experimentales de isquemia cerebral. Uno de los principales motivos del
fracaso de las diversas estrategias terapéuticas ensayadas en el ambito clinico es el enfoque
tedrico reduccionista de la mayoria de los ensayos farmacoldgicos, que analizan el efecto de una
molécula con un mecanismo de accion conocido dentro de una ruta concreta de progresion del
dano isquémico. Este abordaje contrasta con la complejidad estructural y funcional del tejido
cerebral y la intricada fisiopatologia de las alteraciones celulares y moleculares inducidas por
la isquemia. Creemos que el objetivo fundamental de los estudios realizados en modelos expe-
rimentales de isquemia cerebral debe ser la obtencion de conocimientos basicos acerca de los
procesos patobioldgicos subyacentes al dafio isquémico y que los ensayos clinicos no deberian
iniciarse con agentes terapéuticos cuyos beneficios hayan sido escasos o inconsistentes en los
estudios experimentales.
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How to repair an ischemic brain injury? Value of experimental models in search of
answers

Abstract The major aim of experimental models of cerebral ischemia is to study the cere-
bral ischemic damage under controlled and reproducible conditions. Experimental studies have
been fundamental in the establishment of new concepts regarding the mechanisms underlying
the ischemic brain injury, such as the ischemic penumbra, the reperfusion injury, the cell death
or the importance of the damage induced on mitochondria, glial cells and white matter. Disa-
greement between experimental and clinical studies regarding the benefit of drugs to reduce
or restore the cerebral ischemic damage has created a growing controversy about the clinical
value of the experimental models of cerebral ischemia. One of the major explanations for the
failure of the clinical trials is the reductionist approach of most therapies, which are focused on
the known effect of a single molecule within a specific pathway of ischemic damage. This phi-
losophy contrasts to the complex morphological design of the cerebral tissue and the complex
cellular and molecular physiopathology underlying the ischemic brain injury. We believe that
the main objective of studies carried out in experimental models of cerebral ischemic injury
must be a better understanding of the fundamental mechanisms underlying progression of the
ischemic injury. Clinical trials should not be considered if the benefit obtained in experimental
studies is limited or weak.

© 2010 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

[Las neuronas son] las misteriosas mariposas del alma,
cuyo batir de las alas quién sabe si esclarecerdn algun
dia el secreto de la vida mental.

Santiago Ramén y Cajal (1852-1934)

Existe una polémica creciente en torno a la utilidad cli-
nica de los modelos experimentales de isquemia cerebral,
alimentada por la discrepancia observada entre los estudios
experimentales y los ensayos clinicos respecto a la eficacia
de las terapias que tratan de aminorar o revertir el dano
isquémico cerebral'. Mas de dos décadas de intenso trabajo
que abarcan miles de estudios experimentales y cientos de
estudios clinicos con un coste global de billones de déla-
res parecen baldios, al no haberse hallado ninguna terapia
efectiva capaz de aminorar el dano isquémico cerebral, a
excepcion de la terapia trombolitica con factor activador
del plasminodgeno, que se estima aplicable a tan solo un 5%
de los pacientes admitidos y diagnosticados de un ictus en la
urgencia hospitalaria??. ;Debemos por ello concluir que los
modelos experimentales de isquemia cerebral son irrelevan-
tes para el disefo y ensayo de terapias farmacologicas que
puedan aplicarse con éxito a los pacientes con dafno cerebral
isquémico? Aunque por el momento no podemos emitir una
respuesta definitiva, no parece logico que el mero fracaso de
la aplicacion de terapias farmacologicas en el ambito clinico
sea el argumento que conduzca al rechazo de unos modelos
que nos han proporcionado un ingente volumen de infor-
macion acerca de los mecanismos de progresion del dafo
cerebral isquémico.

Los modelos animales de isquemia cerebral comenzaron a
desarrollarse en la década de los afos 70 del pasado siglo con
el objetivo de poder estudiar el dafo isquémico cerebral en
condiciones fisiologicamente controladas y reproducibles.
Gracias al trabajo realizado con estos modelos hemos atis-
bado la complejidad de la respuesta cerebral ante un dano
isquémico. El término ‘‘isquemia cerebral’’ suele evocar en
nuestras mentes la imagen de un enmaranado algoritmo en

el que multiples cascadas de eventos celulares se activan
secuencialmente en el parénquima cerebral expuesto a un
flujo sanguineo reducido. Todos los procesos de dafo celu-
lar iniciados por el déficit en el aporte de oxigeno y glucosa
al tejido nervioso confluyen en la despolarizacion masiva de
las neuronas, la liberacion incontrolada o ‘‘excitotoxica’’ de
neurotransmisores excitatorios y la consiguiente activacion
incontrolada de enzimas calcio-dependiente como fosfolipa-
sas y proteasas que degradan irreversiblemente las proteinas
y fosfolipidos de las membranas celulares determinando
finalmente la muerte celular®®. Estos son los conceptos
clasicos acerca de la fisiopatologia de la muerte celular
isquémica que hemos aprendido a lo largo de las Ultimas
tres décadas. Sin embargo, se ha ido acumulando un enorme
volumen de informacion sobre las alteraciones neurofisio-
logicas, bioquimicas y genéticas causadas por la isquemia
cerebral. Solo en los Ultimos 5 anos el portal de informacion
biomédica PUBMED ha incluido mas de 20.000 articulos bajo
la palabra clave ‘cerebral ischemia’’. Este enorme aporte
de datos parece entrar en contradiccion con la aceptacion
de esquemas fisiopatologicos simplistas, como los emplea-
dos en la mayoria de los ensayos clinicos, y puede ser uno de
los principales motivos del fracaso de las diversas estrate-
gias terapéuticas ensayadas en el ambito clinico. Frente al
enfoque teorico reduccionista de la mayoria de los ensa-
yos farmacologicos, que tratan de analizar el efecto de
una molécula con un mecanismo de accién conocido dentro
de una ruta concreta de progresion del dano isquémico, la
complejidad estructural y funcional del tejido cerebral y la
intricada fisiopatologia de las alteraciones celulares y mole-
culares inducidas por la isquemia suponen un enorme desafio
para la obtencion de efectos terapéuticos reproducibles. En
principio, la ausencia de beneficio clinico en un paciente que
ha sufrido un ictus y ha recibido un tratamiento dirigido a
una unica diana terapéutica no deberia atribuirse exclusiva-
mente a las diferencias aparentes entre los cerebros de dos
especies tan alejadas como un roedor y un ser humano. Es
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evidente que las condiciones experimentales no pueden con-
siderarse mas que una aproximacion a la situacion humana,
pero ademas no hay que olvidar que la mayoria de los estu-
dios experimentales farmacologicos tratan de demostrar una
reduccion cuantitativa del volumen del infarto isquémico,
asumiendo una homogeneidad estructural y funcional del
tejido cerebral que ineludiblemente va a limitar la reprodu-
cibilidad de los resultados terapéuticos en el ambito clinico.
No deberiamos restringirnos a culpar al modelo experimen-
tal cuando éste no permite extrapolar resultados en la forma
“*prevista’’ a nuestra hipotesis, sino que deberiamos asumir
inicialmente las limitaciones de cualquier abordaje terapéu-
tico frente a la complejidad de las variables implicadas en
la progresion del dafo isquemico cerebral. Precisamente,
los modelos experimentales han sido esenciales para esta-
blecer nuevos conceptos sobre los mecanismos subyacentes
al dano cerebral isquémico y dentro de ellos nos gustaria
exponer someramente los mas relevantes:

El concepto de umbrales de flujo y de
penumbra isquémica

El desarrollo de terapias frente a la isquemia cerebral se
basa en el concepto teérico de la posibilidad de actuacion
precoz sobre un volumen de tejido cerebral sometido a una
reduccion de flujo sanguineo en el que no se ha producido
un dano irreversible de sus células, y en el que se puede
potencialmente restablecer su homeostasis bioquimica y
neurofisiologica®. El problema es como identificar espacial
y temporalmente ese volumen de tejido sometido a condi-
ciones de penumbra isquémica, cuya definicion precisa sigue
debatiéndose en la actualidad. La medicion del flujo sangui-
neo cerebral (FSC) en el tejido nervioso no es suficiente por
si misma para identificar la zona de tejido en condiciones
de penumbra. Estudios realizados en primates demostraron
que el valor umbral de flujo sanguineo capaz de causar una
alteracion metabdlica y funcional critica de las neuronas se
sitia en un rango entre 10 y 15ml/100g/min, y que el dafo
del tejido depende no sélo de la intensidad de la disminu-
cion del FSC sino también de su duracion y de otras variables
tanto anatomicas (patron de circulacion colateral) como
fisioldgicas (temperatura tisular, el nivel de glucosa)’:2. Los
estudios metabolicos realizados en modelos experimentales
de isquemia cerebral han establecido una definicion dina-
mica de la penumbra isquémica, que seria aquella zona
de tejido con un FSC reducido y un consumo aumentado
de glucosa que se metaboliza anaerdbicamente®. Los estu-
dios histologicos siempre muestran un limite preciso entre
la zona de tejido con un dano estructural irreversible -
zona infartada o core- y el tejido cerebral sin alteraciones
estructurales, no identificando ninguna franja intermedia
correspondiente a la zona de penumbra'®. Sin embargo, la
identificacion del volumen de tejido potencialmente salva-
ble en pacientes que han sufrido un dano isquémico es muy
dificil de realizar con precision. Se ha recurrido a secuencias
especificas de resonancia magnética (RM) para diferenciar
la zona de penumbra de la zona infartada'’'?. Conside-
rando que el fallo de los gradientes idnicos transmembrana
conducen a un swelling o hinchazon celular rapido y a
la consiguiente reduccion del espacio extracelular y de

la movilidad de las moléculas de agua que lo ocupan, se
ha definido la zona infartada como aquella que muestra
una perfusion reducida y una alteracion de la sefal en las
secuencias potenciadas en difusién’. La zona de penum-
bra se ha diferenciado del tejido infartado por presentar
un mismatch o ‘‘desajuste’’ entre ambas secuencias de RM,
es decir por mostrar una perfusion reducida pero sin aso-
ciar alteraciones de sefal en las imagenes potenciadas en
difusion™. Este concepto * ‘neurorradiolégico’’ de la penum-
bra no puede equipararse de forma directa con el concepto
metabolico definido mediante técnicas de autorradiografia
de glucosa marcada en modelos experimentales, y por otro
lado, el correlato fisiopatologico celular de una alteracion
de senal en los estudios de RM potenciados en difusion no
se conoce con exactitud. Se han observado casos en los que
la zona identificada como infartada en los estudios de RM
puede revertirse parcial o totalmente horas después de la
oclusion tras una reperfusion inducida o espontanea. Esto
sugiere que las alteraciones precoces en el coeficiente de
difusion aparente medido en las secuencias de difusion no
permiten definir de forma infalible el destino de un area
isquémica’™ '8, Por otro lado, se ha observado que una
reduccion de flujo en imagenes de RM de perfusion no supone
siempre una alteracion del aporte tisular de oxigeno'®. Por
ello, la definicion de la zona de penumbra en los estu-
dios experimentales no puede extrapolarse directamente
a los estudios clinicos; asimismo, la delimitacion espacio-
temporal del volumen de tejido potencialmente recuperable
tras un ictus puede ser muy variable en cada paciente
por multiples factores anatémicos, fisiologicos y biomole-
culares, lo que no permite una reproducibilidad inmediata
de los resultados terapéuticos obtenidos en condiciones de
laboratorio.

Los mecanismos de muerte celular y la
importancia de las mitocondrias

Frente al concepto tradicional de que las neuronas someti-
das a un déficit del aporte de oxigeno y sustratos energéticos
mueren exclusivamente por necrosis, actualmente se sabe
que en la isquemia cerebral coexisten la muerte por necrosis
y la muerte por apoptosis —siendo esta Ultima ademas la pre-
dominante en la zona de penumbra?. El descubrimiento de
que la muerte por apoptosis se produce mayoritariamente
a las 24-48h del dafo isquémico?! abrié la posibilidad de
nuevas dianas terapéuticas. Estudios experimentales reali-
zados en ratones genéticamente modificados y deficientes
en caspasa 3 (un tipo de enzima implicada en la via final
de apoptosis) o en receptor del factor de necrosis tumoral
(una superfamilia de receptores que regulan la activacion
de caspasas) han mostrado que estos animales son mas resis-
tentes al dafo isquémico. Sin embargo, estos hallazgos no
se han corroborado en otros modelos de isquemia, proba-
blemente por la contribucion en el proceso de apoptosis
de otras cascadas bioquimicas caspasa-independientes tales
como las activadas por nucleasas mitocondriales?2* o por
ciertas proteasas de tipo no-caspasa?*. De hecho, el papel
de las endonucleasas mitocondriales en la apoptosis esta
cobrando cada vez mas importancia y se estan buscando dia-
nas mitocondriales para bloquear el swelling mitocondrial
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que precede a la ruptura de estas organelas y la liberacion
al citosol de sus enzimas apoptoticas. El principal foco de
atencion es el poro de transicion de la membrana mitocon-
drial, un canal ensamblado entre la membrana interna y la
externa de la mitocondria cuya apertura puede bloquearse
con farmacos como la ciclosporina A, con la que se han obte-
nido resultados muy prometedores tanto en dafo cerebral
traumatico como isquémico?>2¢,

La importancia de las células gliales en el
dano isquémico

Clasicamente los estudios de isquemia cerebral se han foca-
lizado en el efecto de la isquemia sobre las neuronas. Sin
embargo, se esta reconociendo en las Ultimas dos décadas
el papel esencial desempeiiado por las células gliales tanto
en la progresion como en la recuperacion del dafo cerebral
isquémico?’. Actualmente también estd en duda el clasico
dogma de la resistencia superior de las celulas gliales a las
condiciones de isquemia. Aunque los estudios iniciales rea-
lizados in vitro sobre cultivos de celulas gliales mostraron
que los astrocitos eran comparativamente mas resistentes
al dafo isquémico que las neuronas?, estudios realizados
en condiciones in vivo han mostrado que la muerte de los
astrocitos puede incluso preceder a la muerte neuronal'®.
Por otro lado, tras identificarse en los anos 70 la compleja
organizacién tridimensional de los astrocitos a través de
uniones intercelulares de tipo gap, no esta claro todavia si
la comunicacion entre células de glia a través de estas unio-
nes resulta beneficiosa o perjudicial tras un dafo isquémico.
Algunos investigadores sugieren que las uniones de tipo gap
pueden propagar y amplificar el dano, y proponen que este
mecanismo podria explicar la muerte neuronal observada en
zonas lejanas al territorio vascular ocluido?3. Sin embargo,
otros estudios recientes realizados in vivo respaldan el
efecto beneficioso de las uniones gap en la supervivencia
de las neuronas tras un dano isquémico. Ratones genética-
mente deficientes en conexina-43 (proteina elemental en la
estructura de las uniones gap) sufren infartos de mayor volu-
men que los ratones normales3'—33. Por otro lado, la causa
mas frecuente de muerte en los pacientes que han sufrido un
infarto maligno es el edema citotdxico o celular, que se des-
arrolla fundamentalmente en los astrocitos, por ser éstas las
células encargadas del aclaramiento de K* y glutamato del
medio extracelular?3°, Recientemente ha surgido una gran
expectacion en torno al papel desempeinado por la acua-
porina 4 (AQP4) -el principal canal de intercambio de agua
en los astrocitos- tras observarse que el grado de edema
asociado a un infarto cerebral es significativamente menor
tanto en ratones deficientes en AQP4%* como en aquellos
carentes de a—sintropina, la proteina encargada del anclaje
de la AQP4 a la membrana celular?’. Sin embargo, la posi-
ble manipulacion genética o farmacologica de la expresion
de AQP4 es un objetivo terapéutico de dificil consecucion
pues el papel fisioldgico desempenado por este canal de
agua varia en funcién de la fase concreta de evolucién del
dano cerebral. Mientras que un aumento de la expresion de
AQP4 parece resultar perjudicial en las fases iniciales del
desarrollo del edema isquémico, contribuyendo en esta fase
al incremento del edema, podria por el contrario resultar

beneficioso en las fases posteriores ayudando a la resolu-
cion del mismo3®. Este es un ejemplo paradigmatico de la
complejidad de accion de una molécula (en este caso un
canal) cuya activacion o bloqueo puede resultar beneficioso
o perjudicial en funcion de la fase temporal del proceso
patologico.

Existe por otro lado una gran controversia sobre el papel
de los astrocitos reactivos en la isquemia cerebral y espe-
cialmente sobre las consecuencias del desarrollo de una
cicatriz glial tras un dafo isquémico. Actualmente se tiende
a considerar que la astrogliosis tiene aspectos positivos y
negativos dependiendo de la fase temporal de evolucion del
dano cerebral®®. En fases iniciales la cicatriz glial puede
proporcionar multiples beneficios, estabilizando el fragil
tejido nervioso que ha sufrido un dano isquémico al evi-
tar que neuronas inicialmente no daiadas se expongan a un
ambiente con elevada concentracion de glutamato y radi-
cales libres®. Por otro lado, la barrera fisica de inhibicién
del crecimiento axonal que supone la cicatriz glial repre-
senta mas que un obstaculo una propiedad esencial para
preservar la citoarquitectura global del tejido cerebral, pues
permitir el crecimiento axonal dentro de un ambiente cad-
tico y metabolicamente inestable puede causar mas dafo
que beneficio*'. Alternativamente, diversos estudios recien-
tes han mostrado que los astrocitos reactivos expresan
receptores de endotelinas o de factor de crecimiento vas-
cular endotelial, implicados en la modulacion del desarrollo
neuronal, el crecimiento axonal y la vasculogénesis®®4,
que podrian facilitar la recuperacion de la zona cerebral
danada.

El concepto de daio por reperfusion

El dafo adicional que se produce en el tejido isquémico
cuando se recupera su flujo normal, sobre todo a expen-
sas de la formacion de radicales libres y de la apertura
de la barrera hematoencefalica (BHE), ha sido un desta-
cado tema de investigacion desde la introduccion de las
terapias tromboliticas**. De hecho, recientemente se ha
propuesto el uso sinérgico de agentes neuroprotectores y
tromboliticos para tratar de aminorar los efectos dafinos
de la reperfusion®—, Entre los diversos efectos de los
radicales libres se esta dando especial relevancia a la acti-
vacion de la enzima poli-ADPribosa-polimerasa (PARP1) en
respuesta al dano oxidativo del ADN. Esta enzima, que se
encarga de reparar el ADN dahado, consume al activarse
el coenzima NAD*-necesario para producir ATP-, algo que
agrava todavia mas la critica situacion bioenergética del
tejido nervioso sometido a isquemia*®. De hecho, se han
obtenido resultados muy prometedores con inhibidores de
la enzima PARP en ratones sometidos a un dano cerebral
isquémico™.

Otro de los efectos mas importantes de la reperfusion
es la rotura de la BHE y el edema vasogénico asociado
a la misma, un foco de estudio muy interesante por sus
posibles implicaciones terapéuticas. En animales con una
oclusion transitoria de la arteria cerebral media durante
90 minutos, la BHE se abre justo al comenzar la reper-
fusion y luego permanece cerrada hasta pasadas 24-48
horas®'. Se ha observado que la apertura de la BHE se debe
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fundamentalmente al efecto de las metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMP), que degradan las proteinas que
forman la estructura de las uniones estrechas entre las célu-
las endoteliales y las proteinas de la ldmina basal. Animales
genéticamente modificados deficientes en un tipo de MMP (la
isoforma MMP-9) muestran menor dano de la BHE y presen-
tan infartos de menor tamano en modelos experimentales
de isquemia®2. Una vez mas, la modulacidon farmacoldgica
de las MMP no es sencilla, puesto que a pesar de su efecto
perjudicial inicial, son enzimas que contribuyen de forma
importante en la fase de recuperacion, facilitando la angio-
génesis y neurogénesis>.

El dafo de sustancia blanca y la regeneracion
axonal en la isquemia

Otro factor fundamental a tomar en consideracion en el
dano cerebral isquémico son las diferentes respuestas fisio-
patologicas de la sustancia gris y la sustancia blanca, cuyas
caracteristicas estructurales y funcionales son radicalmente
diferentes?®. A pesar de que ambas son esenciales para
el funcionamiento normal del cerebro, la mayoria de los
estudios de isquemia cerebral se han centrado exclusiva-
mente en la sustancia gris. Sin embargo, el dano de la
sustancia blanca es un factor que probablemente contri-
buye significativamente a los pobres resultados obtenidos
en la mayoria de los ensayos clinicos. La pobreza del
aporte vascular colateral a nivel de la sustancia blanca
la hace especialmente vulnerable a la disminucion del
FSC. A nivel de la sustancia blanca, los dos elementos
estructurales fundamentales son los axones de las neuro-
nas y los oligodendrocitos, células gliales responsables de
la mielinizacion y funcién normal de los axones. El déficit
energético induce la liberacion de calcio desde las orga-
nelas axonales, que puede conducir a una pérdida de la
homeostasis ionica y de la funcion fisiologica de transporte
axonal®.

Respecto a los oligodendrocitos, se ha observado que
estas células son muy vulnerables a la isquemia in vivo, y
su dafno esta mediado fundamentalmente por los receptores
de glutamato de tipo AMPA®>:%¢, La alteracidn de la sintesis
de mielina por los oligodendrocitos es un factor fundamental
del dano isquémico, e incluso en ausencia de muerte celular
la disfuncion metabdlica de los oligodendrocitos impide la
remielinizacion de los axones. El obstaculo al crecimiento
axonal se debe no sélo a la cicatriz glial, sino al efecto
inhibidor de ciertos componentes de la mielina®’. Es muy
complicado que se pueda conseguir en un futuro estimu-
lar la regeneracion axonal en un tejido daiado, ya que los
axones en crecimiento requieren una estructura tridimen-
sional de la mielina en forma de tunel capaz de guiar el
avance longitudinal de los conos de crecimiento ax6nico®®>°.
Solo se ha observado crecimiento axonal en tractos par-
cialmente denervados, donde los tineles mielinizados y el
esqueleto asociado de astroglia ha sobrevivido*'. Entender
mejor los mecanismos que conducen a la muerte de los oli-
godendrocitos y su interaccion con los axones puede ayudar
a buscar nuevas terapias para el tratamiento de la isquemia
cerebral.

El efecto de la plasticidad cerebral en la
recuperacion funcional tras un dafo isquémico

La mayoria de los genes y proteinas implicados en el creci-
miento neuronal, sinaptogénesis y proliferacion de espinas
dendriticas tienen su maxima expresion durante el des-
arrollo precoz del cerebro y disminuyen significativamente
con la edad®. Datos recientes sugieren un gran paralelismo
entre los mecanismos de plasticidad en el tejido nervioso
en desarrollo y los que tienen lugar en el cerebro adulto
que ha sufrido un infarto® -2, La plasticidad cerebral en
adultos que han sufrido un infarto se basa en diferentes
grados de compensacion proporcionados por dos mecanis-
mos basicos: a) la sorprendente cantidad de conectividad
difusa y redundante que existe en el cerebro y que per-
mite esculpir nuevos circuitos en funcion de su actividad;
b) la formacion de nuevos circuitos funcionalmente acti-
vos entre regiones corticales no dafadas estructuralmente,
fendmeno conocido como ‘‘remapping’’®. Sin embargo, la
capacidad de remodelacion de un cerebro que ha sufrido un
infarto, en un paciente adulto y normalmente hipertenso,
es menor que la de un cerebro en desarrollo, debido al dano
de la microvascularizacion, la inflamacion cronica y otros
procesos que dificultan la plasticidad. A pesar de las limi-
taciones del cerebro adulto, se ha observado un periodo
temporal concreto tras un infarto cerebral en el que hay
un aumento de la expresion de los genes implicados en la
plasticidad cerebral®. Tras un infarto de tamafio pequefio
la recuperacion funcional depende fundamentalmente del
tejido perilesional, que asume funciones similares a las del
tejido danado®?, mientras que tras un infarto de tamafio
grande, el tejido con una capacidad funcional similar puede
encontrarse solo en areas distantes o incluso en el hemisfe-
rio contralateral®. Se ha demostrado en estudios realizados
en ratas que existe un periodo critico para la recuperacion
y que si la rehabilitacion se demora excesivamente la mejo-
ria es significativamente menor®. Actualmente existe un
gran interés para prolongar la ventana de tiempo durante
la que estan aumentados los procesos de neuroplasticidad
que caracterizan la fase semiaguda tras un infarto®:.

Factores que dificultan la reproducibilidad
clinica de los resultados terapéuticos
obtenidos en el ambito experimental

A pesar de los importantes conocimientos sobre la isque-
mia cerebral proporcionados por los estudios realizados en
modelos experimentales, el fracaso de las diversas terapias
neuroprotectoras que se habian mostrado eficaces en estu-
dios experimentales ha producido una enorme decepcién®’.
Hay multitud de factores que pueden contribuir a la dispari-
dad de resultados entre estudios experimentales y clinicos.
En primer lugar, a nivel macroscopico llama la atencion que
las ratas y los ratones poseen un cerebro lisencefalico. Debe-
ria considerarse la posibilidad de investigar el efecto de las
terapias en animales superiores girencefalicos antes de dar
el salto a los ensayos clinicos. Otra diferencia evidente es
que los animales empleados suelen ser jovenes y sin comor-
bilidades. En la Gltima década se ha propuesto el uso de
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animales ancianos y con enfermedades asociadas -obesidad,
hipertension o diabetes-, con el objetivo de que reproduzcan
mejor la enfermedad humana'®®. Otro factor a analizar es
la diferencia en el modo de evaluar el efecto de las terapias;
pues mientras que los estudios experimentales suelen cuan-
tificar la necrosis celular postisquemia, los estudios clinicos
valoran el pronostico funcional de los pacientes. Finalmente
queremos llamar la atencion sobre el gran nimero de far-
macos que han sido probados en ensayos clinicos sin haber
demostrado resultados suficientemente solidos en mode-
los experimentales. Muchos de los agentes ensayados en el
ambito clinico habian mostrado tan sélo un efecto modesto
en los estudios experimentales, sin que se remarcara la signi-
ficativa variabilidad existente. Tomemos a modo de ejemplo
lo que ha sucedido con el nimodipino, un agente neuropro-
tector que bloquea los canales de calcio y sobre el que se
han realizado un gran nimero de estudios. Por un lado, de
los mas de 250 estudios experimentales solo 20 eran estu-
dios controlados en los que el farmaco se administro tras la
induccion de la isquemia. De esos 20, solo la mitad de los tra-
bajos mostraron que el nimodipino tenia un efecto positivo,
habiéndose administrado el farmaco en la mayoria de ellos
durante los primeros 15 minutos tras inducir la isquemia®®.
Sin embargo, frente al beneficio limitado y la inconsistencia
de los resultados, se han realizado mas de diez ensayos clini-
cos, cinco de ellos randomizados y doble ciego’®74. Ademas,
resulta llamativo que los pacientes recibieron el farmaco a
las 24-48 h del inicio de los sintomas, es decir transcurrido
un periodo de tiempo muy superior a la ventana terapéutica
identificada en los estudios experimentales. Parece que la
presion de las companias farmacéuticas para iniciar ensayos
clinicos sin unos solidos resultados experimentales puede ser
un factor implicado en los fracasos terapéuticos observados
en los pacientes. Existe asimismo un sesgo importante al no
publicarse o hacerse en formatos cortos aquellos trabajos
experimentales con resultados negativos. Obviar la comple-
jidad del cerebro es probablemente el error mas comun
en el disefo de ensayos de terapias dirigidas a las diversas
patologias que afectan a este extraordinario 6rgano.

La terapia con células madre es uno de los campos que
mas rapidamente esta avanzando en los Ultimos afos y se ha
promocionado como la gran esperanza para la reparacion del
dano isquémico cerebral’7¢. La terapia con células madres
se ideo inicialmente como una terapia de reemplazamiento
celular para reconstruir los circuitos cerebrales danados
y poder recuperar las funciones perdidas. Sin embargo,
ni el implante de células madre ni la estimulacion de la
neurogénesis en mamiferos son una garantia para aumen-
tar el numero de neuronas funcionales, ya que para ello
es imprescindible que se integren sinapticamente dentro
de un circuito cerebral. Quizas se han creado demasiadas
expectativas puesto que el objetivo final de estas terapias
es sumamente ambicioso. La reparacion de un tejido con
células madre requiere de dos procesos independientes: a)
las células muertas deben reemplazarse por otras nuevas
generadas; b) las células nuevas deben diferenciarse y orga-
nizarse en un patron complejo que idealmente restaurara la
estructura original del tejido. Resulta evidente que dada la
reducida capacidad del tejido nervioso adulto para la susti-
tucion celular endégena y la dificultad de restablecimiento
de conexiones neuronales ordenadas a larga distancia, es
aln prematuro crear expectativas acerca de la terapia

celular como panacea para la recuperacion de las lesio-
nes cerebrales de origen isquémico’’. Hasta el momento
se han implantado directamente en el cerebro o adminis-
trado por via sistémica una gran variedad de tipos celulares,
incluyendo células madre neuronales, trasplantes fetales,
células de lineas inmortalizadas o células de médula dsea’®.
El uso de células exdgenas es complejo y se desconocen los
factores que a nivel molecular controlan la migracion, dife-
renciacion y conectividad de estas células. Por ello el uso de
precursores endogenos esta atrayendo cada vez mas inte-
rés. En los afos 70 se abolio el dogma de que el cerebro de
mamifero adulto no puede repararse a si mismo gracias al
descubrimiento de la neurogénesis, fendmeno que consiste
en el nacimiento de neuronas nuevas en cerebros adultos.
Sin embargo, el grado de neurogénesis posnatal disminuye
conforme aumenta la complejidad cerebral’”®. Sélo se ha
observado que la neurogénesis persiste a nivel de la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo y en la zona
subventricular en los mamiferos adultos®. Estudios expe-
rimentales han demostrado que la neurogénesis se activa
tanto en el hipocampo de ratas y primates?"8? como a nivel
cortical en roedores adultos en los que se induce un dano
cerebral isquémico®-8, Sin embargo, la mayoria de las nue-
vas neuronas mueren y solo algunas son capaces de migrar
al tejido dafnado. La microreparacion cerebral resultante no
parece ser suficiente para revertir un déficit funcional. Por
esta razon, los proyectos mas recientes tratan de estimular
con factores de crecimiento el fendmeno fisiologico de la
neurogénesis, un procedimiento no exento de riesgos. Por un
lado, se ha visto que algunas formas de epilepsia son debidas
a que las células madre neuronales realizan mas divisiones
que las que deberian y dan lugar a circuitos con una funcion
aberrante®. Por otro lado, la administracion de factores de
crecimiento por encima de los niveles habituales del cere-
bro puede inducir la formacidn de tumores cerebrales®®.
Finalmente, aunque todavia no esta claro cuales son los
mecanismos que explican los beneficios observados a nivel
experimental con el uso de terapias celulares, cada vez esta
mas aceptada la idea de que sus efectos podrian deberse a
la capacidad de estas células para liberar ciertas sustan-
cias neuroprotectoras o immunomoduladoras?’. El elegante
estudio publicado recientemente por Kolb et al®, que con-
sistio en la estimulacion farmacoldgica de la neurogénesis
fisiologica tras la induccion de un infarto cortical y la poste-
rior extirpacion quirlrgica del area cortical regenerada, fue
el primero en demostrar el efecto modulador de las célu-
las madre. Este trabajo mostré que las ratas empeoraron
funcionalmente al séptimo dia de extirpar la corteza rege-
nerada pero curiosamente no en el primer dia tras la cirugia.
El hecho de que tuvieran que pasar varios dias hasta obje-
tivarse un empeoramiento neurologico sugiere que el tejido
nervioso regenerado actla como un promotor de la plasti-
cidad o manteniendo la homeostasis en las areas corticales
adyacentes y no a través de una integracion neurofisioldgica
efectiva en el area danada.

En conclusion, creemos que el objetivo fundamental de
los estudios realizados en modelos experimentales de isque-
mia cerebral ha de ser la obtencion de conocimientos basicos
acerca de los procesos patobiologicos subyacentes al dano
isquémico. Su empleo no deberia restringirse a la mera
demostracion de un beneficio terapéutico como fase pre-
via a la realizacion de ensayos clinicos. Dichos ensayos no
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deberian iniciarse con agentes terapéuticos cuyos beneficios
hayan sido escasos o inconsistentes en los estudios expe-
rimentales. La isquemia cerebral supone la activacion en
paralelo de multiples procesos fisiopatoldgicos que tienen
lugar en el 6rgano mas complejo del cuerpo humano y que
interactlan entre si temporalmente haciendo impredecible
el prondstico funcional del area afectada en cada individuo.
Parece evidente que la adopcion de enfoques de tipo reduc-
cionista, centrados en procesos bioquimicos o moleculares
concretos considerados de forma univoca como beneficiosos
o perjudiciales a lo largo de toda la evolucion temporal del
dafo isquémico es insuficiente. El disefio de nuevos abor-
dajes terapéuticos para la isquemia cerebral debe basarse
en una integracion previa del enorme volumen de conoci-
mientos aportados por los modelos experimentales sobre
la fisiopatologia del dafo cerebral isquémico, asumiendo la
complejidad estructural y funcional del 6rgano que sufre
dicho dano.
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