
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
Estudio de la lesión por reperfusión  

en la isquemia cerebral experimental y su tratamiento 
 

Angélica María Salas Perdomo 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
Aquesta tesi doctoral està subjecta a la llicència Reconeixement- NoComercial – 
SenseObraDerivada  4.0. Espanya de Creative Commons. 
 
Esta tesis doctoral está sujeta a la licencia  Reconocimiento - NoComercial – SinObraDerivada  
4.0.  España de Creative Commons. 
 
This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivs 4.0. Spain License.  
 



 

 

 

   

 

ESTUDIO DE LA LESIÓN POR 
REPERFUSIÓN EN LA ISQUEMIA 
CEREBRAL EXPERIMENTAL Y SU 
TRATAMIENTO 
 

Tesis doctoral presentada por 

ANGÉLICA MARÍA SALAS PERDOMO 

Barcelona, Enero de 2019 

 





La interesada: 

 

 

 

ANGÉLICA MARÍA SALAS PERDOMO 

 

 

 

VºBº del tutor 

Dr. ÁNGEL MARÍA CHAMORRO SÁNCHEZ 

Profesor asociado de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona  

Jefe de la Unidad Funcional de Patología Vascular Cerebral del Hospital Clínic de Barcelona 

Jefe del grupo de Isquemia Cerebral del Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i 

Sunyer (IDIBAPS) 

 

 

 

VºBº de la directora 

Dra. ANNA MARIA PLANAS OBRADORS 

Profesora de Investigación del Consejo Superior de Investigaciones Científicas en el 

Departamento de Isquemia Cerebral y Neurodegeneración del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de Barcelona (IIBB-CSIC), y Coordinadora del Área de Neurociencias del IDIBAPS 

 

 

 

VºBº del codirector 

Dr. FRANCESC MIRÓ MUR 

Investigador del Programa PERIS de la Conselleria de Salut de la Generalitat de Catalunya en el 

Hospital Clínic de Barcelona 

 



  



Este trabajo ha sido realizado en el Departamento de Isquemia Cerebral y Neurodegeneración 

del Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (IIBB-CSIC) y en parte en el Centre de 

Recerca Biomèdica Cellex de l’Institut d’Investigacions Biomèdiques August Pi i Sunyer 

(IDIBAPS) dentro de los proyectos nacionales del Ministerio de Economía y Competitividad: 

SAF2014-56279-R y SAF2017-87459-R, y del Fondo de Investigaciones Sanitarias FIS: 

PI15/00430, con cofinanciación del Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).  



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis abuelos, a mi hermano 

y a mi padre (q.e.p.d.)



  



AGRADECIMIENTOS 
 

El desarrollo de esta tesis ha supuesto un arduo trabajo durante muchos años, durante los 

cuales se han involucrado un gran número de personas a las que quisiera agradecer: 

En primer lugar a mi directora de tesis, Anna Planas, por creer en mí y darme la oportunidad 

de hacer el doctorado, por ser un modelo a seguir y un referente como mujer científica. 

Gracias por el apoyo durante todos estos años, por saber resolver todos los contratiempos y 

por el ejemplo de trabajo duro y constante. También a mi tutor, el doctor Ángel Chamorro por 

su soporte y sus ideas inspiradoras. 

Por su experiencia, sus conocimientos y su gran contribución a los artículos que conforman 

esta tesis, quisiera agradecer especialmente a Carles Justícia, Francesc Miró y Xabier Urra. 

También a Fernando, por inculcarme el inmenso respeto que merece el trabajo con animales. 

A todos mis compañeros, con los que he trabajado a lo largo de estos años. Hemos compartido 

infinidad de momentos, de situaciones y de sentimientos. Gracias por la ayuda, la paciencia, 

las risas y las lágrimas. Sin el apoyo de todos ustedes, mis amigos, habría sido más difícil. A 

Bego, Vane y Tito que han sido como mi familia en España, siempre disponibles para 

escucharme, enseñarme y ayudarme en cualquier aspecto. 

A mis padres, porque sin ellos nunca habría sido la persona que soy. A mi hermano por ser un 

gran ejemplo, por creer en mí y ayudarme a lograr mi sueño de estudiar en el extranjero. Te 

extraño infinitamente. A mi familia, especialmente a mis tíos, por estar siempre para mí, por 

ejercer de padres, por cuidarme y hacerme sentir parte de una familia inmensamente 

amorosa. A Jime por ser tan buena editora, por ser la mejor prima del mundo y siempre tener 

tiempito para mí.  

A Carlos mi gran compañero de viaje, porque sé amor que hacer parte de este proyecto ha 

sido difícil, pero ya está finalizando. Gracias por la paciencia, el apoyo y las ideas. Gracias por 

compartir esta vida conmigo y por nuestro cachorrito Alejandro, el inicio de nuestro nuevo 

proyecto de vida. 

¡Solo me queda decir gracias, gracias y más gracias a todas las personas que han hecho parte 

de este proyecto durante tantos años, todos y cada uno de ustedes han dejado huella en mí! 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE





ÍNDICE 

3  
 

ÍNDICE ............................................................................................................................................ 1 

ABREVIATURAS .............................................................................................................................. 5 

INTRODUCCIÓN ............................................................................................................................. 9 

1. ICTUS ................................................................................................................................... 11 

1.1 Clasificación ....................................................................................................................... 11 

1.2 Epidemiología .................................................................................................................... 12 

1.3 Intervenciones terapéuticas del ictus isquémico .............................................................. 13 

1.2.1 Trombólisis ................................................................................................................ 14 

1.2.2 Trombectomía mecánica ........................................................................................... 14 

1.4 Modelos animales de isquemia cerebral .......................................................................... 15 

2. FISIOPATOLOGÍA DEL ICTUS ................................................................................................ 18 

2.1 Sistemas anatómicos ......................................................................................................... 18 

2.1.1 Unidad neurovascular ................................................................................................ 18 

2.1.2 La barrera hematoencefálica ..................................................................................... 18 

2.1.2.1 Complejo de uniones de las células endoteliales ................................................ 21 

2.2 Trombosis intravascular .................................................................................................... 23 

2.3 Cascada isquémica ............................................................................................................ 26 

2.3.1 Déficit energético y excitotoxicidad ........................................................................... 26 

2.3.2 Acidosis tisular y estrés oxidativo .............................................................................. 27 

2.3.3 Despolarizaciones del peri-infarto ............................................................................. 27 

2.3.4 Inflamación ................................................................................................................. 27 

2.3.5 Apoptosis .................................................................................................................... 29 

2.4 Efectos de la hiperglucemia en el ictus isquémico. ........................................................... 29 

3. EFECTOS DE LA REPERFUSIÓN ............................................................................................. 31 

3.1 Estrés oxidativo ................................................................................................................. 32 

3.2 Infiltración leucocitaria ..................................................................................................... 34 

3.2.1 Moléculas de adhesión ............................................................................................... 35 

3.2.2 Leucocitos infiltrantes ................................................................................................ 38 

3.2.2.1 Los linfocitos ........................................................................................................ 39 

3.2.2.2 Las plaquetas y su interacción con los leucocitos ............................................... 43 

3.3 Ruptura de la BHE ............................................................................................................. 45 

3.3.1 Metaloproteinasas de matriz (MMPs) ....................................................................... 47 

3.4 Transformación hemorrágica del infarto .......................................................................... 49 

4. NEUROPROTECCIÓN ............................................................................................................ 52 

4.1 Antioxidantes .................................................................................................................... 53 

4.1.1 Ácido úrico .................................................................................................................. 54 



ÍNDICE 

4  
 

4.2 Inmunomoduladores ......................................................................................................... 56 

4.2.1 Fingolimod .................................................................................................................. 57 

OBJETIVOS ................................................................................................................................... 61 

ARTÍCULOS .................................................................................................................................. 65 

ARTÍCULO Nº1 ............................................................................................................................. 67 

ARTÍCULO Nº2 ............................................................................................................................. 81 

ARTÍCULO Nº3 ............................................................................................................................. 93 

DISCUSIÓN ................................................................................................................................. 114 

Discusión Global ............................................................................................................ 124 

CONCLUSIONES ......................................................................................................................... 127 

BIBLIOGRAFÍA ............................................................................................................................ 131 

ANEXOS ..................................................................................................................................... 159 

ANEXO A ....................................................................................................................... 161 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABREVIATURAS





ABREVIATURAS 

7  
 

AJ Uniones adherentes 

ATP Adenosina trifosfato 

AU  Ácido úrico 

BHE Barrera hematoencefálica 

CAMs  Moléculas de adhesión 

CAT Catalasa 

CCL2  Proteína quimioatrayente de monocitos 1 

COX2 Ciclooxigenasa 2 

CT Tomografía computarizada 

ECAs Ensayo controlado aleatorizado 

ECM Matriz extracelular 

FSC  Flujo sanguíneo cerebral 

GP Glicoproteína 

GPx Glutatión peroxidasa 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 

HI Infarto hemorrágico 

HIF-1 Factor inducible por la hipoxia 

HP Hemorragia parenquimal 

I/R  Isquemia/Reperfusión 

ICAM1 e ICAM2 Molécula de adhesión intercelular 1 y 2 

IFN-γ Interferón γ 

Ig  Inmunoglobulinas 

IgSF  Superfamilia de Ig 

IL1β Interleuquina 1β 

IL8 Interleuquina 8 

IRF1 Factor regulatorio de interferón 1 

LRP Receptor de la lipoproteína de células endoteliales 

LTB4  Leucotrieno B4 

MAC1 Antígeno 1 del macrófago 

MCH Complejo de histocompatibilidad 

MMPs Metaloproteasas de la matriz extracelular 

MPIO Partículas micrométricas de óxido de hierro 

MRI Imágenes de resonancia Magnética 

mRs Escala modificada de Rankin 

NF- ƙB  Factor nuclear ƙB 



ABREVIATURAS 

8  
 

NLR Ratio de neutrófilos/linfocitos 

NO Óxido nítrico 

NOS Óxido nítrico sintetasa 

O2
− Anión superóxido  

OMS Organización mundial de la salud 

ONOOH  Ácido peroxinitroso 

PECAM1 Molécula de adhesión plaqueta-endotelio 

PSGL1 Ligando P-selectina glicoproteína 1 

Rag Gen de activación de la recombinasa 

RNS Especies reactivas de nitrógeno (RNS) 

ROS Especies reactivas de oxígeno (ROS) 

rtPA Activador tisular del plasminógeno recombinante 

SAI Infecciones asociadas al ictus 

SNC Sistema nervioso central 

SOD Superóxido dismutasa 

S1P Esfingosina-1-fosfato 

STAT3 Factor activador de la transcripción 

Tc Células T citotóxicas 

TCR Receptor de la célula T 

TF Factor tisular 

TH Transformación hemorrágica 

Th Células T helper 

TIMP  Inhibidor de MMPs del tejido 

TJ Uniones estrechas 

tMCAO  Oclusión transitoria de la arteria cerebral media 

TNFα  Factor de necrosis tumoral 

tPA Activador tisular del plasminógeno 

Treg Células T reguladoras 

TxA2 Tromboxano A2 

UNV Unidad neurovascular 

u-PA  Uroquinasa 

VCAM1 Molécula de adhesión vascular-celular 1 

VE-cadherin Cadherina endotelial vascular 

vWF Factor de von Willebrand 

ZO-1 Zona ocludens 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN





INTRODUCCIÓN 

11  
 

1. ICTUS 
 

El término ictus procede del latín y significa golpe o ataque. El ictus es una enfermedad 

cerebral de origen vascular que se presenta de modo súbito. La Organización Mundial de la 

Salud (OMS) la define como un fenómeno agudo que causa una interrupción permanente o 

transitoria del aporte sanguíneo al cerebro, con la consiguiente muerte de las células 

cerebrales por la falta de oxígeno.  

El cerebro necesita de un 20% de la circulación sanguínea para cubrir sus necesidades de 

oxígeno y energía, por esta razón, cuenta con una gran cantidad de vasos sanguíneos y 

múltiples mecanismos para mantener constante la cantidad de sangre circulante. Cuando los 

vasos sanguíneos se lesionan, la sangre no llega adecuadamente al cerebro provocando la 

disminución o anulación de la función de la zona afectada.  

Si el riego sanguíneo decae drásticamente a un flujo menor de 10 ml/100 g de tejido por 

minuto, las células de esa zona del cerebro se necrosan y mueren, ocasionando una lesión 

irreversible, dicha zona es denominada núcleo isquémico (del inglés ischemic core; Fig. 1) 

(Peisker et al., 2016). Alrededor de esta, hay otra zona que permanece estructuralmente 

intacta aunque el flujo sanguíneo esté disminuido, esta zona se denomina penumbra, que 

corresponde a una región en riesgo de sufrir muerte neuronal que puede evitarse si hay 

reperfusión (Neuhaus et al. 2014ª; Peisker et al. 2016).  

 

 

 

Fig. 1 Esquema del crecimiento de la lesión isquémica con el tiempo. En negro se observa el núcleo 
isquémico (core) y la zona circundante en gris es la penumbra. Tomado de Dirnagl et al. 1999 

 

La penumbra es muy importante, ya que el infarto cerebral con el tiempo va creciendo 

desde el núcleo afectando las zonas aledañas. Las células de la penumbra, que sufren 

hipoperfusión, inicialmente aún son viables pero están expuestas a numerosos factores 

perjudiciales. En el núcleo del infarto las células están sufriendo necrosis y producen diversas 

reacciones metabólicas y sustancias potencialmente tóxicas que pueden actuar en la 

penumbra (Ferrer and Planas, 2003), afectando a las neuronas que son muy susceptibles a 

todos los estímulos. Esta zona de penumbra es el principal objetivo de las intervenciones 

terapéuticas. 

 

1.1 Clasificación 
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Los ictus generalmente se clasifican según su naturaleza, que puede ser hemorrágica o 

isquémica.  

 La hemorragia cerebral o ictus hemorrágico se da aproximadamente en un 20% de los 

casos de ictus (Johnson et al., 2016). Principalmente es originado por enfermedades 

como la hipertensión de vasos pequeños que causa diminutos aneurismas que 

eventualmente se rompen (Donnan et al., 2008).  

 

 El ictus isquémico o isquemia cerebral se produce cuando se ocluye un vaso. 

Aproximadamente un 80 a 85% de los ictus son isquémicos (Thrift et al., 2001; 

Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004; Neuhaus et al., 2014). Los fenotipos etiológicos 

más importantes suelen ser: fenotipo A: ateromatosis; fenotipo S: afección de vaso 

pequeño; fenotipo C: fuente cardioembólica; fenotipo O: otras causas (Sobrino García et 

al., 2013).  

 

La correcta categorización etiológica del ictus es fundamental para seleccionar el 

tratamiento más adecuado. Se pueden tomar en consideración distintas variables como la 

etiología, la localización, el perfil evolutivo o el mecanismo de producción. (Fig. 2) 

1.2 Epidemiología 

El ictus causa el 9% de las muertes en el mundo (Donnan et al., 2008). Mundialmente es la 

segunda causa de muerte y la tercera causa de discapacidad (Word Health Organization, 2012; 

Fig. 2. Clasificación de la enfermedad cerebrovascular aguda (ECVA) según su naturaleza. AIT: ataque 
isquémico transitorio; ECVA: enfermedad cerebrovascular aguda; TACI: infarto completo de la circulación 
anterior; PACI: infarto parcial de la circulación anterior; LACI: infarto lacunar; POCI: infarto de la circulación 
posterior. Esquema modificado de Martínez-Vila et al., 2011 

 



INTRODUCCIÓN 

13  
 

Feigin et al., 2014). Cada año 15 millones de personas sufren un ictus, de estas, 5 millones 

mueren y otros 5 millones quedan permanentemente discapacitadas (Mackay and Mensah, 

2004). En Estados Unidos cada 40 segundos se produce un ictus (Go et al., 2014) y cada 40 

minutos se produce una muerte a causa de un ictus (Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010). En 

España cada 7 minutos alguien sufre un ictus y el 75% de estos acontecen en la población 

mayor de 65 años (Martínez-Vila et al., 2011). 

Los principales factores de riesgo que pueden conducir a un ictus se clasifican en no 

modificables como: historia familiar de enfermedad cerebrovascular, sexo masculino, mayores 

de 65 años, y modificables como: hipertensión, tabaquismo, diabetes, hipercolesterolemia, 

poca actividad física, dieta inadecuada, entre otros. La mayoría de estos factores se relacionan 

con el estilo de vida y se pueden prevenir. En los países industrializados la incidencia de ictus 

ha disminuido un 42% durante las últimas 4 décadas (Johnson et al., 2016) gracias a las 

campañas de prevención de estos factores.  

La hipertensión y la diabetes afectan los mecanismos vasculares reguladores de la presión 

sanguínea. La diabetes particularmente aumenta la susceptibilidad de las células cerebrales al 

daño isquémico (Moskowitz et al. 2010; Peisker et al. 2016), se estima que esta aumenta el 

riesgo de ictus de 2-3 veces en los hombres y de 2-5 veces en las mujeres (The Emerging Risk 

Factors Collaboration, 2010). La hiperglucemia es bastante común en los pacientes con ictus 

agudo, alrededor del 40% de los pacientes con ictus la presentan, incluyendo aquellos sin 

antecedentes de diabetes (Castilla-Guerra, Fernández-Moreno and Hewitt, 2016). Numerosos 

estudios indican que una concentración elevada de glucosa en sangre en los pacientes de ictus 

no diabéticos está asociada a un aumento de la mortalidad y a un peor pronóstico funcional 

(Amaro et al. 2015; Capes et al. 2001; Staszewski et al. 2009; Castilla-Guerra et al. 2016). 

Igualmente la hiperglucemia está asociada a complicaciones hemorrágicas del infarto después 

del tratamiento trombolítico (Cucchiara et al., 1995; Bruno et al., 2002) y a un mayor volumen 

del tamaño del infarto (Els et al., 2002; Baird et al., 2003; Ribo et al., 2007). 

Alrededor de la cuarta parte de los pacientes con ictus muere durante el primer mes, una 

tercera parte hacia los 6 meses y la mitad al año del episodio (Donnan et al., 2008). La 

morbilidad y la discapacidad causadas por el ictus son las consecuencias más preocupantes, 

aunque la mortalidad ha disminuido en un 37% en las últimas décadas (Peisker et al., 2016) y 

en consecuencia la proporción de sobrevivientes con incapacidad ha aumentado. Se estima 

que de cada 100 000 personas, alrededor de 500 viven con las consecuencias de un ictus 

(Donnan et al., 2008), implicando un enorme impacto para el sistema socioeconómico y 

sanitario.  

Actualmente, el ictus consume entre un 3-4% del gasto sanitario total en los países 

desarrollados. Se estima que en 2030 la prevalencia aumentará en un 20,5% (Go et al., 2014) y 

será la cuarta causa de discapacidad en los países desarrollados (Lopez et al., 2006), con el 

correspondiente sobrecoste socioeconómico. 

 

1.3 Intervenciones terapéuticas del ictus isquémico 

Durante los últimos 20 años se han hecho avances extraordinarios en el manejo de la 

isquemia aguda. Uno de los más importante sin duda, es la implementación de las unidades de 

ictus. Gracias a estas se ha disminuido la mortalidad en un 20% (Donnan et al., 2008) y se ha 

mejorado la recuperación funcional (Dirnagl, 2012). Las unidades de ictus podrían prevenir la 

muerte o la discapacidad en unos 50 pacientes de cada 1000, mientras que los tratamientos 
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farmacológicos más clásicos funcionan entre 4 y 6 de cada 1000 casos (Donnan et al., 2008). En 

el ictus el tiempo es una de las variantes más importantes. Las unidades de ictus ofrecen la 

posibilidad de empezar las terapias de reperfusión a la mayor brevedad. Las terapias usadas 

actualmente para la isquemia cerebral incluyen la trombólisis intravenosa e intraarterial y la 

trombectomía mecánica. Se puede usar tratamiento trombolítico y trombectomía en pacientes 

con oclusión de las arterias proximales (Chamorro et al., 2016).  

1.2.1 Trombólisis  

La trombólisis por medio del activador tisular del plasminógeno recombinante (rtPA) es el 

único tratamiento farmacológico aprobado en Estados Unidos y Europa. El rtPA es el 

tratamiento farmacológico más efectivo hasta el momento, su principal inconveniente es que 

la ventana terapéutica es muy corta y se limita a las primeras 4,5 horas desde el comienzo de 

los síntomas (Peisker et al. 2016; Urra & Chamorro 2013). Hay muchas contraindicaciones para 

el tratamiento con rtPA, entre ellas: pacientes que presentan convulsiones, cirugías recientes, 

problemas de coagulación y sobre todo los pacientes con un recuento plaquetario menor a 

100,000 plaquetas por microlitro (µl) que no pueden recibir ningún tratamiento trombolítico. 

El mayor efecto adverso de la trombólisis es la transformación hemorrágica (TH) del 

infarto que se observa entre el 6 y 7% de los casos (Donnan et al. 2008; Urra & Chamorro 

2013; Lakhan, Kirchgessner & Hofer 2009). El riesgo de TH aumenta por hipertensión, 

hiperglucemia, déficit neurológico grave y en pacientes de edad avanzada. Se ha demostrado 

que el tPA aumenta los niveles de metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs) en la 

isquemia cerebral, produciendo la ruptura de la barrera hematoencefálica (BHE) con el 

consiguiente riesgo de TH (Michalski et al., 2012). Por otra parte, la TH promueve la muerte 

neuronal y la activación de la microglía aumentando el daño isquémico (Gasche et al., 2006).  

Globalmente la mayoría de centros usan rtPA solo en un 5% de todos los pacientes con 

ictus (Donnan et al. 2008; Papadopoulos et al. 2016). Habitualmente la trombólisis se aplica de 

forma intravenosa, no obstante, en algunos centros es posible administrar la trombólisis de 

forma intraarterial que puede ser más efectiva al aplicar rtPA directamente en la arteria 

ocluida.  

Visto que el tratamiento trombolítico no es siempre suficiente para lograr la 

recanalización vascular se han desarrollado nuevas estrategias. La sonotrombólisis, que 

consiste en la aplicación de ultrasonido de baja frecuencia por medio de una sonda 

transcraneal en el segmento del vaso ocluido, ha demostrado mejorar la actividad del rtPA 

(Papadopoulos et al. 2016; Peisker et al. 2016b). Diversos estudios han demostrado que la 

energía producida por el ultrasonido acelera la trombólisis al producir movimiento del fluido 

alrededor del coágulo, al aumentar el área de contacto, y al causar un debilitamiento mecánico 

del coágulo potenciando el efecto enzimático del tPA (Donnan et al. 2008; Papadopoulos et al. 

2016; Polak 2004; Sakharov et al. 2000), pero puede incrementar el riesgo de TH. 

1.2.2 Trombectomía mecánica 

Durante los últimos 15 años se han testado diversas técnicas endovasculares para la 

resolución de la isquemia cerebral. Los dispositivos de trombectomía, son aparatos mecánicos 

que se desarrollaron para extraer el coágulo directamente de la arteria ocluida (Fig. 3). La 

trombectomía mecánica con estos dispositivos puede ser aplicada de forma más extensa y 

dentro de una ventana terapéutica más larga (6 horas, o más según los centros) (Peisker et al., 
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2016). Este procedimiento debe ser llevado a cabo en conjunto con técnicas de imagen 

avanzadas como la angiografía por tomografía computarizada (CT), primero, para obtener 

información de la posición de la oclusión; segundo, para observar el curso del catéter y por 

último para ver los resultados obtenidos.  

 

 

Fig. 3. Representación gráfica de cómo funciona un “stent retriver” (dispositivo para la trombectomía) en el 
ictus isquémico. Esquema modificado: http://strokesupport.in/mechanical-thrombectomy-new-treatment-for-

severe-cases-of-stroke/ y http://lifemedmedical.com/ 

 

Aunque el índice de revascularización ronda el 80% (Khandelwal, Yavagal and Sacco, 2016; 

Peisker et al., 2016) y la recuperación funcional es muy favorable entre 0 a 2 en la escala 

modificada de Rankin (mRs) (Chamorro et al., 2016), la tasa de TH es similar a la de trombólisis 

(Urra and Chamorro, 2013).  

En el 2015 se han publicado los resultados de 5 grandes ensayos estableciendo de manera 

inequívoca que la trombectomía mecánica es el nuevo estándar de tratamiento para los 

pacientes con ictus isquémico agudo y oclusión de la circulación anterior proximal (Berkhemer 

et al., 2015; Jovin et al., 2015; Urra et al., 2015; Coutinho et al., 2016; Goyal et al., 2016). No 

obstante, actualmente cada hospital tiene diferentes criterios de inclusión según sus 

protocolos y experiencia. 

 

1.4 Modelos animales de isquemia cerebral 

La investigación en modelos animales es imprescindible para el estudio de la fisiopatología 

de la isquemia cerebral, de las posibles dianas terapéuticas y del desarrollo de agentes 

farmacológicos.  

La mayoría de los estudios experimentales se centran en la neuroprotección y la 

modulación de la respuesta inflamatoria de la isquemia cerebral. Muchos de estos agentes han 

demostrado efectividad en los modelos experimentales, pero en el momento de hacer la 

traslación a la clínica, estos agentes han fallado. De aproximadamente 1026 fármacos que se 

habían probado en modelos animales hasta el 2009, 114 fueron sometidos a ensayos clínicos 

sin mostrar eficacia (Lakhan, Kirchgessner and Hofer, 2009). Está claro que los modelos 

animales presentan un gran número de limitaciones y que ningún modelo animal imita por 

completo las circunstancias de la patología en humanos. Por ejemplo, los estudios suelen 

llevarse a cabo en animales sanos y jóvenes en los que solo se reproducen algunos aspectos de 

la patología humana (Neuhaus et al., 2014), a diferencia de los pacientes que suelen ser 

personas de edad avanzada con otras enfermedades concomitantes además de los factores de 

riesgo como diabetes o tabaquismo. En la Tabla 1 podemos observar las principales diferencias 
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que hay entre el ictus clínico y el experimental y algunas sugerencias para aumentar la calidad 

de la investigación preclínica en el ictus isquémico.  

 

Tabla 1. Comparación del ictus clínico y experimental, con modificaciones sugeridas para aumentar la 
relevancia clínica de los modelos animales. Tomada de (Neuhaus et al., 2014) 

 

 

Por lo tanto, para poder extrapolar los resultados experimentales prometedores a 

tratamientos clínicos, es importante realizar la investigación experimental siguiendo unos 

estándares adecuados en los modelos animales, como son las recomendaciones de la “Mesa 

redonda de la Industria Académica de Terapia del Ictus” (STAIR siglas en inglés) (Fisher et al., 

2009) donde recomiendan estandarizar aspectos como la aleatorización, el factor ciego, el 

cálculo del tamaño de la muestra, los criterios de exclusión, el reporte transparente de los 

resultados obtenidos, entre otros (Fisher et al., 2009; Howells, Sena and Macleod, 2014). 

Actualmente los investigadores preclínicos tratamos de llevar a cabo estas recomendaciones, 

por ejemplo, hemos participado en el primer ensayo preclínico Europeo aleatorizado, 

controlado y multicéntrico sobre ictus (Llovera, Hofmann, Roth, Salas-Perdomo, Ferrer-Ferrer, 

Perego, E.R. Zanier, et al., 2015), tal como se puede ver en Anexo A. 

Los modelos animales de isquemia cerebral se pueden clasificar basándose en diferentes 

factores (Tabla 2) como la especie, el mecanismo de oclusión, la etiología del ictus, la presencia 

o ausencia de reperfusión (isquemia transitoria o permanente), el territorio afectado o una 

combinación de estos factores (Braeuninger and Kleinschnitz, 2009).  

Por razones éticas y prácticas los modelos murinos (ratas y ratones, especialmente en 

estudios transgénicos) son los más usados en la investigación de la isquemia cerebral. Este 

trabajo se centra en el estudio de la isquemia transitoria por medio del modelo de oclusión de 
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la arteria cerebral media (MCAO) en ratones. El modelo de MCAO fue desarrollado en ratas en 

1975 (Robinson et al., 1975), pero requería de craneotomía siendo muy invasivo. A finales de 

los 80 se desarrolló el modelo de oclusión intraluminal de la arteria cerebral media (Longa et 

al., 1989).  

Tabla 2. Resumen y clasificación de los modelos experimentales de ictus isquémico.  
Tomada de (Braeuninger and Kleinschnitz, 2009) 

Cerebral Ischemia Etiology 

Reperfusion (transient 

ischemia) or permanent 

ischemia 

Examples 

Global model of 
circulatory arrest or 
severe hypotension 

Intravascular Transient or permanent 
Cardiac arrest with or without 
cardiopulmonary resuscitation 

  Extravascular Transient or permanent 
Cervical compression by neck 
cuff; ligation of several brain-
supplying arteries 

Focal Intravascular Transient or permanent 
Intraluminal thread middle 
cerebral artery occlusion model 

  Extravascular Transient or permanent 

Surgical middle cerebral artery 
occlusion models using ligation, 
clipping, electrocauterization 
etc.; endothelin-1-induced 
middle cerebral artery occlusion 

Multifocal Intravascular 

Transient (spontaneous 

lysis or thrombolytic 

therapy possible in 

blood clots) or 

permanent 

Embolization models using blood 
clots, microspheres or other 
embolus material 

 

El procedimiento quirúrgico de la oclusión intraluminal consiste en introducir un filamento 

de nailon desde la arteria carótida común hasta el origen de la arteria cerebral media en el 

polígono de Willis (Fig. 4), una vez allí se mantiene por un tiempo determinado y luego se 

retira lentamente permitiendo que se restablezca el flujo sanguíneo al cerebro.  

 

 

 

 

 

 

Como el ictus es la consecuencia directa de la oclusión de un vaso sanguíneo, es posible 

que el volumen del infarto se pueda correlacionar con la gravedad y duración de la reducción 

del flujo sanguíneo cerebral (FSC). Si el FSC es menor del 25% de lo normal, la probabilidad de 

infarto es superior al 95%, pero si el flujo es mayor del 50% la posibilidad de que haya zonas 

Fig. 4. Esquema del modelo quirúrgico de la oclusión 
transitoria de la arteria cerebral media en roedores. 
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infartadas es inferior al 5% (Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004). Así mismo, es 

importante mantener la oclusión durante un tiempo determinado vigilando que no se 

produzca una reperfusión espontánea. Para poder asegurar que los modelos cumplen estos 

requisitos, es importante hacer una correcta monitorización de las constantes fisiológicas 

(temperatura, FSC, etcétera). 

 

2. FISIOPATOLOGÍA DEL ICTUS 
 

2.1 Sistemas anatómicos  

Durante muchos años la investigación de la isquemia se enfocó en los eventos 

bioquímicos que ocurrían en la neurona después de la interrupción del flujo sanguíneo, sin 

embargo, con los avances en la investigación surge la idea de una perspectiva más global del 

cerebro. Existen extensas evidencias de que se produce una comunicación bidireccional entre 

la microvasculatura y las neuronas, tanto en condiciones normales como en el ictus (Bastide et 

al., 2007; del Zoppo, 2010b; Dirnagl, 2012). De allí surge el concepto de unidad neurovascular 

(UNV). 

2.1.1 Unidad neurovascular  

Los procesos isquémicos y la reperfusión comprometen la viabilidad de todas las células 

del cerebro y de la microvasculatura cerebral. Todas las células de la unidad están involucradas 

en una compleja señalización y ejecución de las cascadas desencadenadas por la falta de 

suministro energético (Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010).  

La UNV está comprendida por la microvasculatura (endotelio, lámina basal, pericitos), los 

astrocitos, las neuronas con sus axones y las células gliales (Fig. 15). Bajo condiciones normales 

la UNV controla el FSC local y regional (Bastide et al., 2007; del Zoppo, 2009).  

 

Fig. 5. Diagrama esquemático de la unidad neurovascular (UNV). La interrelación de microvasos, astrocitos, 
neuronas y células de soporte incluyendo microglía y oligodendrocitos. Tomado de (Abeysinghe et al., 2016) 

 

2.1.2 La barrera hematoencefálica  

Para el correcto funcionamiento neuronal se requiere un ambiente extracelular altamente 

regulado, por esto se necesita tener una interfaz entre el sistema nervioso central (SNC) y el 

sistema circulatorio periférico. Este aspecto homeostático de la microcirculación cerebral, en 
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colaboración con todos los componentes de la UNV, se conoce como la barrera 

hematoencefálica (BHE). 

La BHE es una barrera de difusión que consiste en una red interdependiente de células 

destinada a separar el SNC de la circulación sistémica (Sandoval and Witt, 2008). Una de sus 

primeras funciones es la de regular la permeabilidad paracelular, limitando el movimiento de 

solutos, iones y agua. Regula dinámicamente el balance iónico, la absorción de nutrientes, la 

extracción de tóxicos y la hemodinámica (Hawkins and Davis, 2005; Sandoval and Witt, 2008). 

La permeabilidad de la barrera está determinada por las interacciones de la microvasculatura 

con los astrocitos y por el complejo de uniones interendoteliales. La BHE está en más del 99% 

de los capilares cerebrales (de Vries et al., 1997). La extraordinaria morfología y la 

funcionalidad de la microvasculatura cerebral, sugieren que las células endoteliales cerebrales 

son únicas. En el tejido cerebral la microvasculatura es una parte integral del neuropilo y es 

indispensable, funcional y morfológicamente, para la conformación de la BHE, en conjunto con 

los astrocitos y las demás células de la UNV.  

Los astrocitos son las células más abundantes del SNC. Participan en diversas funciones 

como la transmisión sináptica, la regulación metabólica y en la homeostasis extracelular y 

promueven la supervivencia neuronal en procesos patológicos (Saijo et al., 2009; Vangeison 

and Rempe, 2009). Los procesos en forma de pie de los astrocitos envuelven a los capilares y 

están integrados a la estructura de la lámina basal parenquimal (Engelhardt and Liebner, 

2014). El astrocito puede influenciar la expresión de moléculas de adhesión en las células 

endoteliales (Miller, 1999). La cercana yuxtaposición de las células endoteliales con los 

procesos de los astrocitos y la gran cantidad de superficie capilar cubierta por estos procesos, 

indican la estrecha comunicación astro-capilar. Los astrocitos son críticos en el desarrollo y 

mantenimiento de las características de la BHE (Hawkins and Davis, 2005; Sandoval and Witt, 

2008). También se ha demostrado que median en el FSC regional (Peppiatt et al., 2006; 

Sandoval and Witt, 2008), y que la interacción del astrocito con la célula endotelial es esencial 

en la regulación del contenido de agua del cerebro y el balance electrolítico en condiciones 

normales y patológicas. También existe evidencia de que pueden tener funciones 

inmunológicas, pueden presentar antígenos, tienen propiedades fagocíticas y generan 

citoquinas y quimioquinas en respuesta a gran variedad de estímulos (del Zoppo, 2009). Los 

astrocitos están localizados entre las neuronas y los capilares. La lámina basal se encuentra 

adyacente a la membrana plasmática de los pies de los astrocitos. 

La lámina basal microvascular es una extensión de la matriz extracelular endotelial (ECM). 

Está compuesta por proteínas estructurales, como colágeno tipo IV, laminina, fibronectina, 

elastina y varios proteinglicanos, componentes muy susceptibles a la degradación enzimática. 

Tiene diversas funciones, es un andamio donde las células endoteliales de la vasculatura y el 

compartimento glial interactúan.  
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Las células endoteliales y los pericitos están envueltos por la lámina basal que sirve como 

soporte y anclamiento para las células por medio de sus receptores de adhesión (Hawkins and 

Davis, 2005; Sandoval and Witt, 2008). La lámina se encarga de la separación intercelular y 

colabora con su comunicación, también tiene un rol importante atrapando diversos 

mediadores solubles (por ejemplo el factor de crecimiento de las células endoteliales 

vasculares VEGF), estableciendo vías de señalización para la inducción y mantenimiento BHE 

(Engelhardt and Liebner, 2014). Así mismo, expresa receptores de adhesión que permiten a las 

células endoteliales, los pericitos y los atrocitos que expresan integrina, adherirse a la laminina 

de la ECM (Sandoval and Witt, 2008). Además estas interacciones celulares con la ECM pueden 

estimular gran número de vías de señalización intracelular (Hawkins and Davis, 2005). La 

integridad de la microvasculatura y sus funciones como barrera dependen de la proximidad del 

endotelio al pie del astrocito, proximidad mediada por la lámina basal de la matriz (del Zoppo, 

2010a), como se puede observar en la figura 6. También es una barrera de tránsito celular al 

neuropilo (del Zoppo et al., 2000), por lo tanto es un componente esencial de la BHE. 

Los pericitos son células pluripotenciales y contráctiles que ayudan a mantener la 

estabilidad de los capilares y la regulación del flujo sanguíneo capilar (de Vries et al., 1997; 

Peppiatt et al., 2006; Hall et al., 2014). Se conoce que la actividad contráctil del pericito es 

regulada por la concentración de Ca2+ intracelular (Dalkara, Gursoy-Ozdemir and Yemisci, 

2011). Varios estudios in vitro han demostrado que los pericitos pueden contraerse y dilatarse 

al ser expuestos a neurotransmisores. Así mismo, in vivo se ha demostrado que pueden 

contraerse y recientemente, que también pueden dilatarse (Hall et al., 2014). Sin embargo, no 

todos los pericitos tienen la misma capacidad para relajarse o contraerse, dependen de los 

canales iónicos, de los receptores que posean y de los agentes vasoconstrictores (histamina, 

serotonina, etc.) o vasodilatadores (NO, agonistas colinérgicos) a los que estén expuestos 

(Dalkara, Gursoy-Ozdemir and Yemisci, 2011). Un solo pericito puede estar en contacto con 

varias células endoteliales. Además, se ha demostrado que los pericitos inducen la polarización 

de los pies del astrocito (Engelhardt and Liebner, 2014), hecho que los implican en la 

comunicación neurovascular e intercelular y en la permeabilidad endotelial. También se cree 

que juegan un papel controlando el crecimiento y remodelación vascular ya que pueden 

liberar factores angiogénicos (de Vries et al., 1997; Sandoval and Witt, 2008). La interacción de 

los pericitos con el endotelio es esencial para la formación, crecimiento y mantenimiento de la 

BHE (Dalkara, Gursoy-Ozdemir and Yemisci, 2011; Hall et al., 2014). Adicionalmente, los 

pericitos producen y secretan numerosos agentes inmunomoduladores que pueden influenciar 

la respuesta inmune en el SNC (Fabry et al., 1993; Miller, 1999). Pueden limitar el paso de 

moléculas a través de la barrera por medio de su actividad fagocítica (de Vries et al., 1997) y 

pueden actuar como presentadores de antígeno (Angelov et al., 1998; Miller, 1999). Los 

pericitos se encuentran adheridos a intervalos irregulares a la membrana abluminal de las 

células endoteliales. 

Fig. 6. Representación esquemática en sección transversal de 
un capilar cerebral. La circunferencia de la luz capilar está 
completamente rodeada por una sola célula endotelial (EC), 
cuyas membranas de conexión están conectadas por las 
uniones estrechas (TJ). Los pericitos (PC) están enlazados a la 
superficie abluminal de la CE, y estos dos tipos de células 
están rodeadas por la lámina basal (BL), que es contigua a las 
membranas plasmáticas de los extremos de los astrocitos 
(AC).Tomado de (Hawkins and Davis, 2005) 
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Los capilares cerebrales están conformados por una capa de una célula endotelial que 

recubre y forma el lumen del capilar. Estas células endoteliales del SNC se diferencian de las de 

la periferia porque tienen mayor cantidad de contenido mitocondrial, menor actividad 

pinocítica, no tienen fenestraciones y sus membranas de fijación están conectadas por 

sistemas de complejos de uniones (Hawkins and Davis, 2005). Los complejos de uniones 

(uniones estrechas y adherentes) son indispensables y permiten que la célula endotelial 

contribuya a mantener la permeabilidad de la BHE. Las células endoteliales también proveen 

una barrera metabólica gracias al gran número de enzimas que pueden expresar.  

 

2.1.2.1 Complejo de uniones de las células endoteliales 

El transporte de moléculas a través de la BHE puede ocurrir a través de las células 

(transcelular) o entre células adyacentes (paracelular). La vía transcelular implica diversos 

mecanismos, como la difusión pasiva de compuestos lipófilos o desplazamiento mediado por 

receptores; la vía paracelular permite que los iones y solutos se difundan por su gradiente de 

concentración entre células adyacentes (Petty and Lo, 2002). Este espacio interendotelial de 

los capilares cerebrales está caracterizado por la presencia de un complejo de uniones, que 

son las uniones estrechas (TJ) y las uniones adherentes (AJ). Las TJ en conjunto con las AJ 

forman un sello con forma de cremallera entre las células endoteliales adyacentes. Esta 

“cremallera” proporciona separación de las membranas celulares apicales y basolaterales, 

permitiendo la distribución asimétrica de los constituyentes de la membrana, y forma una 

especie de cerca que limita la permeabilidad paracelular (Hawkins and Davis, 2005). Las dos 

tienen como finalidad controlar el paso paracelular a través del endotelio, lo que hace que 

sean un componente indispensable de la BHE (Fig. 7).  

 

Las TJ son las estructuras más apicales dentro de la grieta intercelular. Las TJ se componen 

de una red de ramificación de hilos, donde cada hilo actúa independientemente de los otros. 

Cada hilo se forma a partir de una hebra de proteínas de transmembrana embebidas en ambas 

Fig. 7. UNV de la BHE. (A) Representación en sección transversal de la UNV. La circunferencia del lumen capilar 
está rodeada por células endoteliales, que se conectan a través de uniones estrechas (TJs). Las células endoteliales 
y los pericitos están envueltos por una membrana basal. Los extremos del astrocito rodean a las células 
endoteliales y los pericitos, con la señalización neuronal también mediando la función capilar. (B) Esquema de las 
TJ y las AJ interendoteliales. Esquema modificado de (Sandoval and Witt, 2008) 
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membranas plasmáticas, con dominios extracelulares uniéndose entre sí. Los principales tipos 

de proteínas transmembrana son las claudinas y las ocludinas. Estas se asocian con diferentes 

proteínas de membrana como la zona ocludens (ZO-1) localizadas en el lado intracelular de la 

membrana plasmática, que anclan las hebras a la actina del citoesqueleto. Así, limitan el flujo 

paracelular de las moléculas hidrofílicas a través del endotelio. Bajo circunstancias fisiológicas 

las sustancias con un peso mayor de 180 Da no pueden acceder por las TJ (Sandoval and Witt, 

2008).  

Las TJ son entidades funcionales y dinámicas reguladas por una variedad de mecanismos 

de señalización para satisfacer las necesidades y respuestas cambiantes de la BHE (Hawkins 

and Davis, 2005). Algunas moléculas de las vías de señalización intracelular pueden afectar la 

permeabilidad paracelular, como las quinasas, la fosfolipasa C, cAMP, Ca2+, proteínas G, entre 

otras. Aunque estas moléculas están relacionadas con cambios en la organización de la actina, 

también lo están con la desestructuración de las TJ (Petty and Lo, 2002). La fosforilación es el 

mecanismo regulador más importante de las proteínas de las TJ, principalmente la ocludina y 

la ZO-1 y está relacionada con la permeabilidad de las TJ (Hawkins and Davis, 2005). Tanto el 

aumento de Ca2+ intracelular y la disminución del Ca2+ extracelular pueden causar la ruptura de 

las TJ de la BHE. Las proteínas G también están involucradas en el mantenimiento de las TJ, 

estas proteínas son expresadas por las células endoteliales (Fábián et al., 1998), desde donde 

pueden mediar la migración de linfocitos T al cerebro (Hawkins and Davis, 2005). También 

pueden alterar la permeabilidad por medio de su interacción con la actina y/o con la ZO-1 

(Hawkins and Davis, 2005). Una característica de las TJ endoteliales en el cerebro es su 

intercalación con los componentes de las AJ a lo largo de toda la longitud de la zona de unión 

(Petty and Lo, 2002). 

Las AJ están presentes en toda la vasculatura, median la adhesión entre las células 

endoteliales, impiden el contacto durante el crecimiento y la remodelación vascular, inician la 

polaridad celular y ayudan a la regulación de la permeabilidad paracelular (Hawkins and Davis, 

2005; Giannotta, Trani and Dejana, 2013). En el endotelio cerebral las AJ forman un cinturón 

continuo localizado cerca del final de la zona apical, justo debajo de las TJ y al parecer tienen 

un rol crucial en la localización, estabilización (Sandoval and Witt, 2008; Harris and Tepass, 

2010) y mantenimiento de las TJ (Petty and Lo, 2002).  

El principal componente de las AJ son las cadherinas, una familia de glicoproteínas de 

transmembrana dependientes de Ca2+. Las cadherinas son capaces de soportar grandes fuerzas 

(Gulino-Debrac, 2013). Las AJ del endotelio se forman por medio de interacciones 

homofílicas/homotípicas de las cadherinas vasculares endoteliales (VE-cad) entre las células 

vecinas. La VE-cad es necesaria para la organización del sistema vascular, controla la 

permeabilidad vascular e inhibe el crecimiento vascular innecesario (Giannotta, Trani and 

Dejana, 2013). Aunque el dominio extracelular de la VE-cad produzca la adhesión celular, es 

insuficiente por sí mismo para la formación de las uniones (Petty and Lo, 2002; Sandoval and 

Witt, 2008). Para formar las uniones, estas interacciones deben fortalecerse mediante 

conexiones intracelulares con el citoesqueleto de actina de las células en contacto (Gulino-

Debrac, 2013). Así, el dominio citoplasmático de VE-cad se une a las proteínas plasmáticas de 

anclaje β-catenina, γ-catenina y p120-catenina. Las cateninas β y γ se unen a la α-catenina que 

en colaboración con la vinculina y la α-actinina forma el complejo adhesivo cadherina/catenina 

que se une a la actina del citoesqueleto (Petty and Lo, 2002; Sandoval and Witt, 2008; Harris 

and Tepass, 2010; Gulino-Debrac, 2013) (Fig. 8). La VE-cad se ha encontrado en las AJ de las 

células endoteliales humanas (Dejana, 1997). También se ha encontrado la molécula de 

adhesión de plaquetas a la célula endotelial (PECAM1), que interactúa con la β-catenina y por 
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lo tanto participa en la organización de las AJ endoteliales (Petty and Lo, 2002). En adición a los 

roles de adhesión intercelulares, la VE-cad y los demás componentes de la AJ juegan un papel 

muy importante en la señalización intracelular (Fig. 8).  

 

 

Las cadherinas y las cateninas pueden formar distintos complejos con varios socios en la 

misma célula (Giannotta, Trani and Dejana, 2013). Por ejemplo, la VE-cad que está en la 

membrana celular unida a la la β-catenina y la PCAM1 formando un complejo. Estos complejos 

pueden transferir diferentes tipos de señales a las células, dependiendo de las condiciones 

funcionales. Además estos complejos pueden ser disociados por diversos estímulos liberando 

las proteínas (Petty and Lo, 2002; Tran and Zheng, 2017). Hay evidencia de que las cateninas 

también pueden trasladarse al núcleo para regular la transcripción. Por ejemplo, la β-catenina 

participa activamente en la vía de señalización de Wnt, cuando las células endoteliales son 

activadas por Wnt, la β-catenina se libera y puede trasladarse al núcleo y modular factores de 

trascripción (Petty and Lo, 2002; Giannotta, Trani and Dejana, 2013).  

 

 

2.2 Trombosis intravascular 

Tal como se ha comentado anteriormente, del 75 al 80% de las isquemias cerebrales están 

relacionadas con eventos trombóticos (del Zoppo, 1999). La oclusión cerebrovascular se 

produce a partir de una trombosis in situ o por un tromboembolismo secundario desde otra 

arteria. Recientemente se ha reconocido que hay una interacción entre las vías trombóticas e 

inflamatorias del ictus lo que conlleva a desarrollar el concepto de que el ictus isquémico es 

una patología trombo-inflamatoria (Nieswandt, Kleinschnitz and Stoll, 2011a; De Meyer et al., 

2016).  

Fig. 8. Múltiples funciones de las AJ en células endoteliales. La organización de las AJ es proporcionada por la unión 
de la VE-cad con las cateninas. Estas proteínas se unen en diversos complejos con diferentes funciones. Las 
interacciones de VE-cad con los receptores del factor de crecimiento VEGFR2, FGF-R1 y el complejo TGFβ-R modulan 
su señalización. La remodelación citoesquelética controlada por VE-cad tiene lugar a través de su interacción 
indirecta con diversas proteínas de unión a actina (como α-catenina, vinculina, α-actinina). Además, la estabilidad 
de las uniones adherentes está regulada por el agrupamiento de VE-cad y su asociación indirecta con diferentes 
socios, tales como Tiam, el complejo CCM y la vinculina. Algunas fosfatasas como VE-PTP, DEP-1, PTP-μ, Csk y SHP2 
también podrían asociarse con VE-cad y, directa o indirectamente, disminuir su fosforilación y aumentar la función 
de la barrera endotelial. Por el contrario, la fosforilación de VE-cad por Src o FAK, así como su interacción con β-
arrestina2, induce el debilitamiento de la BHE. Tomado de Giannotta et al. 2013 
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Normalmente si hay un daño en la vasculatura, la ECM queda expuesta a la sangre 

desencadenando la adhesión y activación de las plaquetas (hemostasis primaria), seguida por 

la activación de la cascada de la coagulación (hemostasia secundaria)(Nieswandt, Kleinschnitz 

and Stoll, 2011a). Estas cascadas se sinergizan para formar un trombo rico en fibrina que sella 

y ayuda a sanar la herida. Sin embargo, cuando esta activación y agregación plaquetaria no 

está correctamente regulada, se produce la formación de un trombo y probablemente se 

desarrolle una enfermedad trombótica. La actividad patológica de las plaquetas y la 

interacción entre sus receptores y ligandos, siempre han estado relacionadas a la fisiopatología 

del ictus (del Zoppo, 1999; Nieswandt, Kleinschnitz and Stoll, 2011a) no solo durante la 

oclusión del vaso sanguíneo, sino también durante la reperfusión. 

Las fuerzas transversales generadas por la sangre que fluye, que son mayores en la pared 

vascular, producen una resistencia que se opone a la adhesión y agregación plaquetaria. Sin 

embargo, la ECM contiene moléculas de adhesión como lamininas, fibronectinas y colágeno. 

Las plaquetas pueden ligarse a estas macromoléculas con sus respectivos receptores. Entre la 

multitud de receptores que la plaqueta tiene en su superficie, los dos que se describen a 

continuación son muy importantes en la agregación y adhesión plaquetaria (Nieswandt and 

Stoll, 2013).  

A. La glicoproteína (GP) Ib-V-IX es un complejo receptor que expresan 

exclusivamente las plaquetas y los megacariocitos (Stoll, Kleinschnitz and Nieswandt, 

2008). La subunidad GPIb se puede unir a varios ligandos como: al factor de von 

Willebrand (vWF), P- selectina, antígeno 1 del macrófago (MAC1), a los factores de 

coagulación XI, XII y a la trombina (Stoll, Kleinschnitz and Nieswandt, 2008; Nieswandt, 

Kleinschnitz and Stoll, 2011b). El anclaje inicial de las plaquetas al ECM de la pared del 

vaso lesionado depende estrictamente de la interacción entre GPIb y vWF. La unión del 

GPIb-vWF aunque no es muy estable ni duradera, mantiene las plaquetas en contacto 

con la ECM y es capaz de reducir la velocidad de otras plaquetas (ver Fig. 9, apartado A) 

(De Meyer et al., 2016). Además, la interacción entre GPIb y la P-selectina expuesta de 

las células endoteliales contribuye al reclutamiento de más plaquetas (Stoll, Kleinschnitz 

and Nieswandt, 2008). Estas situaciones permiten que las plaquetas desaceleren e 

interaccionen con el colágeno y la laminina de la ECM, por medio del receptor GPVI, que 

también es exclusivo de las plaquetas y sus precursores (Stoll, Kleinschnitz and 

Nieswandt, 2008; Nieswandt, Kleinschnitz and Stoll, 2011b). La GPVI ejerce una señal de 

transducción muy fuerte al unirse, lo que produce la activación completa de las 

plaquetas (De Meyer et al., 2016) y la liberación de los agonistas secundarios de las 

vesículas plaquetarias (ATP, ADP, TxA2 y serotinina) que producen trombina (Nieswandt, 

Kleinschnitz and Stoll, 2011a) (ver Fig. 9, apartado B). La señalización que produce la 

activación de las plaquetas induce la activación de otros receptores importantes durante 

la fisiopatología del ictus y la reperfusión. 

 

B. La GPIIb/IIIa (o integrin αIIbβ3) es el receptor de adhesión de integrinas más 

abundante en la superficie de las plaquetas (De Meyer et al., 2016). Su activación 

requiere de los agonistas desencadenados por todas estas vías intra y extracelulares que 

se desencadenaron en el punto anterior. Este es un receptor del fibrinógeno y del vWF 

(Nieswandt and Stoll, 2013). Este receptor contribuye a la adhesión firme y resistente de 

la plaqueta a la ECM por medio de la adhesión del fibrinógeno plasmático (Nieswandt, 

Kleinschnitz and Stoll, 2011a), lo que contribuye al crecimiento del trombo y atrae más 

plaquetas (Fig. 9, apartado C).  
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Fig. 9. Modelo de interacción de la plaqueta con la pared del vaso, donde se resume la fisiopatología de la 
formación del trombo en el ictus isquémico. Tomado de Stoll et al. 2008 

 

Paralelamente la sangre está expuesta al factor tisular (TF) debido al daño endotelial. Lo 

que se traduce en una mayor formación de trombina por la vía extrínseca de la cascada de 

coagulación. Igualmente se activa la vía intrínseca de la cascada de la coagulación que se 

produce cuando la plaqueta libera sus vesículas y el factor XII de la coagulación entra en 

contacto con cargas negativas activándolo (Afshar-Kharghan and Thiagarajan, 2006; Stoll, 

Kleinschnitz and Nieswandt, 2008; Nieswandt, Kleinschnitz and Stoll, 2011b) (Fig. 9, apartado B 

y C). Este proceso causa un aumento en la formación de trombina que permite el crecimiento 

del trombo. La trombina es el más poderoso desencadenante de la activación y adhesión 

plaquetaria y de la formación del trombo. El trombo final está alojado en una red de fibrina 

para resistir las fuerzas generadas por la sangre que fluye. 

Las plaquetas activadas pueden reclutar leucocitos que contribuyen al crecimiento del 

trombo. Vía P-selectina los leucocitos se pueden unir a las plaquetas a través del ligando P-

selectina glicoproteína 1 (PSGL1), además, los leucocitos pueden adherirse al fibrinógeno 

unido a plaquetas en el tapón hemostático (Afshar-Kharghan and Thiagarajan, 2006). Las 

plaquetas también pueden agregar leucocitos al trombo por medio de la interacción del GPIb-

MAC1 aumentando el tamaño del trombo y contribuyendo a la respuesta inflamatoria 

observada en el ictus (Fig. 9, apartado D). El vWF promueve la adhesión leucocitaria y es un 

mediador de inflamación (De Meyer et al., 2016). Adicional a la atracción de leucocitos, los 

productos que se han liberado de las vesículas plaquetarias al espacio extracelular cuando 

estas se activan, como el TxA2 (Nieswandt et al. 2011b) y otros mediadores inmunes como IL1 

pueden contribuir a la inflamación observada en la cascada isquémica, desencadenando una 

interesante reacción trombo-inflamatoria. Estos eventos que comienzan dentro de la 

microvasculatura cerebral, se extienden a otros elementos del neuropilo e involucran a las 

células gliales y neuronas (del Zoppo, 2009). 

Los procesos trombo-inflamatorios se pueden presentar durante todas las fases del ictus. 

Durante el tratamiento trombolítico o la trombectomía estas vías de señalización, activación y 
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formación del trombo están activas, ocasionando una reperfusión deficiente que aumenta el 

daño tisular. 

 

2.3 Cascada isquémica  

Para estudiar el ictus es necesario comprender que el daño cerebral en la isquemia es el 

resultado de muchos y complejos mecanismos que se producen a través del tiempo y el 

espacio en el proceso de la maduración del infarto (Fig. 10). 

 
 

 

 

 

 

 

En el núcleo isquémico la falta de FSC produce, en cuestión de minutos, déficit energético, 

deterioro de los procesos metabólicos y perturbación de la homeostasis iónica promoviendo la 

pérdida de la integridad estructural de la célula y causando muerte celular y tisular por 

necrosis (Mergenthaler et al. 2004; Siesjo 1992). Mientras, en la penumbra, donde las arterias 

colaterales aportan un flujo residual capaz de mantener la viabilidad de la célula 

temporalmente, las células de la UNV sufren varios procesos patológicos precedentes a la 

muerte. 

2.3.1 Déficit energético y excitotoxicidad 

La reducción del flujo sanguíneo conlleva a un déficit de oxígeno y glucosa, que a nivel 

celular ocasiona una disminución significativa de ATP. La falta de energía causa el fallo de las 

bombas que mantienen el gradiente iónico en la membrana, afectando el equilibrio 

electroquímico y produciendo acidosis (Siesjo 1992). Además se pierde el potencial de 

membrana, las neuronas y la glía se despolarizan con la resultante activación de los canales de 

Ca2+ y se liberan gran cantidad de neurotransmisores excitatorios, especialmente glutamato 

(Mitsios et al. 2006; Dirnagl et al. 1999). Al mismo tiempo la reabsorción presináptica del 

glutamato está impedida y se acumula en el espacio extracelular. La activación de los 

receptores inotrópicos del glutamato (NMDA y AMPA) conlleva a la entrada de Ca2+ y Na+ 

(Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004; Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010). La entrada 

excesiva de Na+ y la salida de K+ producen hinchazón de la célula y edema citotóxico (Lo, 

Dalkara and Moskowitz, 2003; Sandoval and Witt, 2008). La acumulación masiva de Ca2+ activa 

procesos catabólicos mediados por proteasas, lipasas y nucleasas. El desequilibrio iónico 

produce la contracción prolongada del pericito que conlleva una disminución del FS capilar 

(Hall et al., 2014). 

 

Fig. 10. Esquema de la cascada de los eventos dañinos producidos durante la isquemia cerebral. 
Tomado de Dirnagl et al. 1999 
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2.3.2 Acidosis tisular y estrés oxidativo 

Por una parte, la reducción del aporte de oxígeno conduce al incremento del metabolismo 

anaeróbico celular, que lleva a la acumulación del lactato y por consiguiente a la acidosis 

tisular (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999; Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004). La 

lactoacidosis contribuye con la hinchazón de las neuronas, los astrocitos y las células 

endoteliales, a la disminución del diámetro del capilar (Sandoval and Witt, 2008) y por 

supuesto al aumento de la permeabilidad de la BHE. La acidosis también está relacionada con 

la producción de radicales libres de oxígeno y puede interferir con la síntesis proteica 

(Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004).  

Por otra parte, el aumento de Ca2+ intracelular hace que la mitocondria, por medio de la 

activación de los sistemas de segundos mensajeros asociados a la generación enzimática de 

radicales libres, produzca especies reactivas de oxígeno (ROS) y especies reactivas de 

nitrógeno (RNS) (Chamorro et al., 2016). Estos mecanismos requieren la presencia de oxígeno, 

por lo que generalmente ocurren durante la reperfusión (capítulo 3). Los radicales libres 

pueden reaccionar con cualquiera de los componentes celulares (carbohidratos, aminoácidos, 

fosfolípidos y ADN) y dañarlos (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999; Lo, Dalkara and 

Moskowitz, 2003). Así mismo la oxidación de las proteínas, la peroxidación lipídica, la necrosis 

y/o apoptosis, favorecen la respuesta inflamatoria (Chamorro et al., 2016). 

2.3.3 Despolarizaciones del periinfarto 

Ante la falta de energía y la liberación de K+ y glutamato, las células se despolarizan. En la 

penumbra, las células se pueden repolarizar con el correspondiente consumo de energía, pero 

como el glutamato y el K+ están incrementados en el espacio extracelular, estas mismas células 

pueden volver a despolarizarse una y otra vez, generándose ondas de despolarización que se 

propagan por todo el territorio afectado (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999; Moskowitz, 

Lo and Iadecola, 2010). La frecuencia y la duración de las despolarizaciones están 

correlacionadas con la maduración del infarto y el crecimiento del núcleo isquémico (Mies, 

Iijima and Hossmann, 1993; Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004; Strong and Dardis, 2005). 

2.3.4 Inflamación 

La hipoxia, la activación de los sistemas de segundos mensajeros (fosfolipasa A2 y 

ciclooxigenasa) mediada por el aumento de Ca2+, el incremento en los radicales libres y las 

moléculas liberadas por las células dañadas o muertas, desencadenan la síntesis de varios 

- 

hipoxia (HIF-1), el factor regulatorio de interferón 1 (IRF1) y el factor activador de la 

transcripción STAT3 (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999; Lakhan, Kirchgessner and Hofer, 

2009). Estos a su vez incrementan la expresión de diversos genes proinflamatorios, moléculas 

de adhesión, factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas, al igual que MMPs, que 

propagan las señales inflamatorias y exacerban el daño tisular, como se ilustra en la Fig. 11. 
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Fig. 11. Diagrama que sintetiza la 
respuesta inflamatoria postisquémica. 
Tomado de Lakhan et al. 2009 

 

La pronta producción de citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) y la 

interleuquina 1β (IL-1β) aumentan la señal inflamatoria. Todas las células de la UNV pueden 

producir citoquinas (de Vries et al., 1997) y MMPs (Lakhan, Kirchgessner and Hofer, 2009). En 

las células vasculares y perivasculares, las citoquinas incrementan la expresión de moléculas de 

adhesión tales como la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM1) y las selectinas P y E (del 

Zoppo et al., 2000; Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010). Las moléculas de adhesión en compañía 

de las integrinas interactúan con los receptores de superficie de los leucocitos, estos se 

adhieren al endotelio, cruzan la pared vascular y entran al parénquima cerebral (Fig. 11). La IL-

1β ha sido relacionada con el aumento de la permeabilidad de la BHE (de Vries et al., 1997). 

Además, durante la isquemia disminuye la expresión de la β-integrina que se relaciona con la 

pérdida de integridad de la ECM y de las TJ con el correspondiente aumento de permeabilidad 

de la BHE y la formación de edema vasogénico (del Zoppo, 2009). Así mismo la degradación de 

las proteínas de la ECM ha demostrado tener actividad citolítica.  

En la isquemia destacan las quimioquinas de la familia CXC (como la IL-8) atrayente de 

neutrófilos y la familia CC (como la proteína quimioatrayente de monocitos 1-CCL-2) que 

recluta principalmente monocitos y macrófagos (Pantoni, Sarti and Inzitari, 1998) al interior 

del parénquima cerebral. Citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesión se encuentran 

expresadas en el cerebro dentro de las primeras 2 horas tras la isquemia y pueden mantenerse 

elevadas por varios días después (Mitsios et al., 2006). Las primeras células inmunes en 

responder al daño isquémico son la microglía y los neutrófilos que exacerban el estrés 

oxidativo y el daño a la BHE (Chamorro et al., 2016).  

Por otra parte, tras la isquemia, las neuronas expresan ciclooxigenasa 2 (COX-2), enzima 

que media la producción de superóxido y prostanoides tóxicos. Adicionalmente los astrocitos 

se hipertrofian, mientras que la microglía retrae sus procesos y se activa. La microglía activada 

tiene el potencial de producir neurotoxinas como radicales libres y prostanoides (Dirnagl, 

Iadecola and Moskowitz, 1999; Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004), además produce 

mediadores quimioatrayentes de leucocitos (Pocock and Kettenmann, 2007). Los astrocitos al 

hipertrofiarse retraen sus procesos, lo que contribuye a la pérdida de la integridad de la BHE y 

a la formación de edema.  

Todos estos procesos que promueven la infiltración de leucocitos a través de la BHE son 

cruciales en la cascada inflamatoria y en la progresión del infarto. Sin embargo, todas las 
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células inmunes que están involucradas en el proceso pueden tener roles beneficiosos o 

dañinos (Chamorro et al., 2016), por ejemplo, algunas poblaciones de células T, como las 

células T reguladoras (Treg) expresan citoquinas antiinflamatorias que modulan la inflamación 

(Liesz et al., 2009; Urra et al., 2009). Además, en los estadios más crónicos de la inflamación, 

los leucocitos promueven eventos críticos y necesarios para la reparación tisular (Dirnagl, 

Iadecola and Moskowitz, 1999; Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010). 

2.3.5 Apoptosis 

Las células del cerebro que están expuestas al exceso de glutamato, la sobrecarga de Ca2+, 

los radicales libres y el daño mitocondrial y del ADN pueden morir por necrosis o por apoptosis 

(Vidale et al., 2017). El tipo de muerte celular depende de la naturaleza, la magnitud y el tipo 

de estímulos y además del tipo de célula (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999). En el núcleo 

isquémico el mecanismo principal de muerte celular es la necrosis. En la penumbra donde hay 

un daño menor, ocurre una muerte celular programada, la apoptosis. Esta empieza 

transcurridas algunas horas del episodio isquémico y puede durar varios días (Mergenthaler, 

Dirnagl and Meisel, 2004).  

La apoptosis está caracterizada por la activación de las caspasas, proteasas que degradan 

los sistemas funcionales y estructurales de las células (Akpan and Troy, 2013). Las caspasas 

existen de forma latente en cada una de las células como proteínas precursoras inactivas 

(Mergenthaler, Dirnagl and Meisel, 2004). Las caspasas 1, 3, 8 y 9 están profundamente 

relacionadas con la muerte celular en la isquemia cerebral (Ferrer and Planas, 2003). El 

aumento de Ca2+ y glutamato, los radicales libres y el deterioro del ADN dañan la mitocondria 

lo que permite la salida del citocromo C al citosol y activa el complejo apoptosoma (Yuan, 

2009). El apoptosoma activa la caspasa 9 y permite la activación secuencial en cascada hasta la 

activación de la caspasa 3, que es la ejecutora de la apoptosis (Mitsios et al., 2006). La caspasa 

1 está relacionada con la activación de citoquinas como la IL-1β (Dirnagl, Iadecola and 

Moskowitz, 1999; Ferrer and Planas, 2003). Las neuronas parecen ser especialmente 

susceptibles a la muerte celular mediada por caspasas en los modelos animales (Mergenthaler, 

Dirnagl and Meisel, 2004; Yuan, 2009; Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010; Akpan and Troy, 

2013), pero en humanos hay muy poca información sobre la activación de la caspasa 3 (Mitsios 

et al., 2006) o la apoptosis (Dirnagl, Iadecola and Moskowitz, 1999; Mergenthaler, Dirnagl and 

Meisel, 2004; Moskowitz, Lo and Iadecola, 2010) después de un episodio de isquemia cerebral. 

Aunque sí se ha demostrado que el cerebro humano expresa caspasas 1, 3, 8, 9, receptores de 

muerte celular y factor activador de proteasas apoptóticas 1 (Apaf-1) capaces de inducir 

apoptosis (Sandoval and Witt, 2008; Akpan and Troy, 2013). 

 

2.4 Efectos de la hiperglucemia en el ictus isquémico. 

La hiperglucemia ocurre en el 30-40% de los pacientes con ictus, incluidos los pacientes 

sin diabetes (Kruyt et al., 2010; Luitse et al., 2012). El aumento de los niveles de glucosa en 

sangre se asocia a una peor recuperación funcional y mayor mortalidad (Capes et al., 2001), y a 

un mayor riesgo de TH después del tratamiento con tPA (Bruno et al., 2002; Kruyt et al., 2010; 

Robbins and Swanson, 2014). La respuesta isquémica a la hiperglucemia varía según el grado 

de afectación del tejido. En el núcleo isquémico, donde el nivel de flujo sanguíneo está muy 

reducido, la glucosa sanguínea no tiene mayor efecto puesto que la viabilidad neuronal ya está 

comprometida en los primeros minutos. Sin embargo, en la región de la penumbra donde las 
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neuronas son todavía viables y aún hay flujo sanguíneo, la demanda de glucosa es muy elevada 

y los niveles altos de glucosa pueden afectar la viabilidad neuronal (Kruyt et al., 2010; Robbins 

and Swanson, 2014) (Fig. 12). 

 

Fig. 12. Diferentes efectos de la hiperglucemia sobre el núcleo isquémico, la penumbra y la reperfusión. La 
hiperglucemia y la isquemia completa en el núcleo conducen a la reducción de glucosa, oxígeno, agotamiento de 
ATP y una acidosis leve. Las regiones de penumbra reciben glucosa pero no oxígeno, debido al exceso de glucosa en 
la sangre se produce glucólisis que puede atenuar el agotamiento de ATP, pero también genera acidosis láctica en 
proporción a los niveles de glucosa sanguínea. En la reperfusión, el pH se normaliza y el ATP se recupera, pero el 
aporte de glucosa desencadena un aumento de la producción de ROS. Tomado de (Robbins and Swanson, 2014) 

 

La relación entre la hiperglucemia y el daño cerebral en el ictus isquémico se ha 

investigado tanto en modelos animales como en la clínica (Bruno et al., 2002; Schaller and 

Graf, 2004a; Kruyt et al., 2010; Robbins and Swanson, 2014). Una concentración alta de 

glucosa en sangre puede aumentar el daño celular por diversos mecanismos. Los principales 

son la acidosis y el estrés oxidativo. Bajo condiciones normales el pH del cerebro es 

aproximadamente de 7,2. Durante la isquemia el metabolismo anaeróbico de la glucosa y la 

producción de ácido láctico lo reduce a 6,6 en condiciones normoglicémicas y por debajo de 6 

en pacientes con hiperglucemia (Robbins and Swanson, 2014). Reducciones importantes del 

pH pueden causar desnaturalización de las proteínas y activar los canales iónicos liberando 

hierro y causando un aumento el daño isquémico cerebral (Ying et al., 2002; Robbins and 

Swanson, 2014). También hay evidencias de que la hiperglucemia puede aumentar el 

intercambio de sodio (Yamazaki, Harada and Tokuyama, 2012), la formación anormal de 

glucoproteínas (Martín et al., 2006), y puede intensificar la respuesta inflamatoria 

postisquémica (Martín et al., 2006; Tsuruta et al., 2010; Robbins and Swanson, 2014). La 

hiperglucemia está asociada al aumento de diversos factores de transcripción proinflamatorios 

como el NF-ƙB aumentando la producción de citoquinas y quimioquinas (Kruyt et al., 2010). Se 

ha demostrado que la hiperglucemia aumenta la adhesión e infiltración de leucocitos en 

modelos experimentales de isquemia/reperfusión (Panés et al., 1996). Además la 

hiperglucemia puede aumentar los niveles de cortisol en el cerebro causando un 

potenciamiento de la muerte neuronal (Martín et al., 2006; Robbins and Swanson, 2014). 

Todos estos procesos derivados de niveles altos de glucosa en la sangre pueden contribuir a 

aumentar el daño tisular en la isquemia.  
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Uno de los efectos más importantes de la hiperglucemia en el ictus isquémico es la 

producción de ROS, principalmente anión superóxido (O2
−) y óxido nítrico (NO) aumentando el 

daño causado por el estrés oxidativo (Tsuruta et al., 2010; Robbins and Swanson, 2014). Varios 

trabajos postulan que el deterioro neurológico debido a la hiperglucemia está asociado a la 

producción de estos radicales libres, los cuales aumentan con la presencia de oxígeno. Por 

tanto se piensa que el efecto de la hiperglucemia es más importante durante la reperfusión 

donde incrementa el daño por reperfusión (Ying et al., 2002; Kruyt et al., 2010; Tsuruta et al., 

2010; Luitse et al., 2012) del que se hablará en el capítulo 3.  

La hiperglucemia se ha relacionado con el fenómeno de “no reflujo” (ver capítulo 3), que 

se produce cuando el FSC no vuelve a los niveles basales después de la reperfusión. Esto se 

debe en parte a que la hiperglucemia estimula las vías de la lipooxigenasa y ciclooxigenasa en 

el músculo liso vascular, que promueve la formación de prostaglandinas como el tromboxano 

A2 (TxA2) que tienen un efecto vasoconstrictor (Schaller and Graf, 2004a), además de 

aumentar la producción de eicosanoides, con un efecto inhibitorio de la vasodilatación (Kruyt 

et al., 2010). Por otra parte, la hiperglucemia incrementa la producción de complejos de 

trombina-antitrombina, estimula la vía del factor tisular (TF) y disminuye la actividad 

fibrinolítica (Kruyt et al., 2010), promoviendo la trombosis y reduciendo la cantidad de FSC que 

llega a los capilares después de la reperfusión.  

 

 

3. EFECTOS DE LA REPERFUSIÓN 
 

El único tratamiento aprobado y el más efectivo para la isquemia es la reperfusión del 

cerebro con sus diferentes modalidades (Maier et al., 2006). La reperfusión es el 

restablecimiento del FSC al tejido isquémico o hipoperfundido, esta es imprescindible para la 

recuperación y para evitar la muerte de las células hipoperfundidas del cerebro y las de la 

microvasculatura. Sin reperfusión el tejido carece del aporte de nutrientes esenciales para la 

viabilidad celular. Sin embargo diversos estudios demuestran que la reperfusión del cerebro 

puede tener consecuencias nocivas que se conocen como daño por reperfusión (Carden and 

Granger, 2000; Eltzschig and Collard, 2004; Nour, Scalzo and Liebeskind, 2013; Granger and 

Kvietys, 2015). Estudios in vitro han demostrado las alteraciones microvasculares provocadas 

por isquemia/reperfusión (I/R), que incluyen producción aumentada de ROS, aumento de 

expresión de moléculas de adhesión, disminución de la función de la BHE, transformación 

hemorrágica del infarto y desarrollo de un fenotipo procoagulante/protrombótico de la pared 

vascular (Pérez-Asensio et al., 2010; Granger and Kvietys, 2015).  

Durante y después de la reperfusión se presentan variaciones del FSC. Preliminarmente se 

observa una fase inicial de hiperemia que es seguida por un periodo de hipoperfusión 

(Sandoval and Witt, 2008; Kunimatsu et al., 2009; Onetti et al., 2015). Estas variaciones en el 

FSC se suelen asociar con picos de aumento de permeabilidad de la BHE (Kuroiwa et al., 1985; 

Spengos, Tsivgoulis and Zakopoulos, 2006; Witt et al., 2008), como se aprecia en la Fig. 13. 

En la fase de hiperemia reactiva se produce una pérdida de la autorregulación del FSC que 

coincide con la apertura aguda de las TJ de la BHE y la formación de edema intersticial (Schaller 

and Graf, 2004b; Sandoval and Witt, 2008). Después de la hiperemia ocurre una fase de 

hipoperfusión que se relaciona con el fenómeno de “no reflujo”. Este fenómeno se describe 

como el fallo de la microcirculación para mantener el FSC dentro de los niveles basales a pesar 
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de que haya una apertura satisfactoria de la arteria ocluida, resultando en una deficiencia del 

soporte nutricional necesario para la recuperación del tejido. 

 

 

Fig. 13. Esquema de las fases de permeabilidad de la BHE asociadas con la reperfusión después del insulto 
isquémico. La variabilidad ocurre dependiendo de la distancia entre los tejidos del núcleo isquémico y la duración del 
insulto isquémico. Esquema modificado de Sandoval & Witt 2008 

La hipoperfusión ha sido atribuida a múltiples factores como: depresión metabólica 

continúa del tejido, edema, hinchazón de las células endoteliales y los pies del astrocito, 

obstrucciones microvasculares causadas por acúmulos de fibrina, microtrombos y/o adhesión 

de leucocitos al endotelio, formación del microvello endotelial (Dietrich, Busto and Ginsberg, 

1984; del Zoppo and Mabuchi, 2003) y la constricción sostenida del capilar (Dalkara, Gursoy-

Ozdemir and Yemisci, 2011). Durante la cascada isquémica la producción de TxA2 puede 

inducir vasoconstricción (Schaller and Graf, 2004b). Así mismo, el estrés oxidativo puede 

inducir la contracción de los pericitos que controlan el flujo sanguíneo cerebral y contribuir al 

fenómeno del “no reflujo” (Yemisci et al., 2009). Un estudio actual ha demostrado que durante 

la isquemia los pericitos de los capilares pueden morir y que estos mueren en rigor, siendo 

probable que causen una contracción sostenida de la microcirculación (Hall et al., 2014). La 

contracción capilar es capaz de impedir la circulación de las células sanguíneas y promover su 

agregación (Sandoval and Witt, 2008; Dalkara, Gursoy-Ozdemir and Yemisci, 2011). La 

hipoperfusión por lo tanto contribuye a la inflamación y a las fases posteriores de 

permeabilidad de la BHE. 

 

3.1 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como la alteración del equilibrio fisiológico entre el estado 

prooxidativo y el antioxidante. Durante la I/R se crea un desequilibrio entre los radicales libres 

generados y la capacidad del tejido para desintoxicarse (Granger and Kvietys, 2015). Los 

radicales libres, especialmente los derivados del oxígeno ROS, que son generados durante los 

diferentes procesos de la cascada isquémica y durante la reperfusión, son los mediadores 

fundamentales del daño por reperfusión (Maier et al., 2006). Los ROS son pequeñas moléculas 

altamente reactivas porque tienen electrones no emparejados, los principales son el anión 

superóxido (O2
−), el radical hidroxilo (OH-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). Fisiológicamente 

se ha demostrado que los ROS son beneficiosos y juegan un papel en la señalización celular, en 

la inmunidad, en la apoptosis y en la descomposición de compuestos tóxicos, sin embargo, 

bajo condiciones de I/R los ROS se acumulan a niveles tóxicos, dando como resultado daño 

celular y tisular. 
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El estrés oxidativo causado por la I/R ha sido vinculado a diferentes fuentes de ROS, 

incluyendo fuentes no enzimáticas, como la autooxidación de hemoglobina y mioglobina (Allen 

and Bayraktutan, 2009), o los ROS provenientes de una o varias enzimas (fuentes enzimáticas). 

Los ROS son capaces de reducir el oxígeno molecular para formar O2
− y/o H2O2 (Granger and 

Kvietys, 2015). Además, la isquemia disminuye la actividad de numerosos sistemas enzimáticos 

como la glutatión peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT) y la superóxido dismutasa (SOD), 

encargadas de reducir los niveles de ROS (Schaller and Graf, 2004b). Bajo condiciones 

normales la respiración mitocondrial libera una pequeña cantidad de electrones que pueden 

reaccionar con el O2 formando O2
− que es convertido por la SOD en H2O2, este será procesado 

por la CAT o GPx que genera H2O (Chance, Sies and Boveris, 1979). Después de la I/R estos 

mecanismos se alteran y los ROS se acumulan en el espacio intra y extracelular reaccionando 

con los diversos componentes celulares (proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y polisacáridos) de 

forma indiscriminada. Además, el radical O2
− se produce en el tejido por diversas reacciones 

enzimáticas y fuentes que incluyen componentes mitocondriales y enzimas oxidativas (xantina 

oxidasa (XO), nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), oxidasa y ciclooxigenasas 

(Crack and Taylor, 2005; Allen and Bayraktutan, 2009; Granger and Kvietys, 2015). El OH- es 

generado a partir del H2O2 en presencia de hierro ferroso que ha sido reducido por el O2
− 

(Margaill, Plotkine and Lerouet, 2005; Allen and Bayraktutan, 2009). El metabolismo de los 

ácidos grasos libres ocasionado por la lipolisis celular también es otra fuente de O2
− durante la 

reperfusión (White et al., 2000). Los pericitos son una fuente importante de ROS durante la I/R 

(Dalkara, Gursoy-Ozdemir and Yemisci, 2011).  

Además de los ROS, también están las especies reactivas de nitrógeno (RNS). El radical 

óxido nítrico (NO-) se genera en el tejido por las tres isoformas de la óxido nítrico sintetasa 

(NOS): la forma neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS), que metabolizan la 

L-arginina a L-citrulina (Granger and Kvietys, 2015). nNOS y eNOs generan pequeñas 

cantidades de NO relacionado con la regulación de la señalización neural, la presión arterial, la 

relajación del músculo liso y la vigilancia inmunológica en condiciones fisiológicas. Sin 

embargo, la iNOS inducida por la inflamación y la I/R producen mayores cantidades de NO que 

son potencialmente dañinas para la célula y los tejidos (Granger and Kvietys, 2015). El NO es 

hidro- y liposoluble, por lo tanto, se difunde fácilmente a través del citoplasma y de las 

membranas plasmáticas. La interacción del radical de oxígeno con el NO puede producir ácido 

peroxinitroso (ONOOH) que se descompone espontáneamente para producir OH- (Allen and 

Bayraktutan, 2009). Este ácido es una molécula de reactividad equivalente a la del radical OH-. 

La interacción de NO con el O2
− también puede formar el potente agente oxidante peroxinitrito 

(ONOO-) que puede causar la fragmentación del ADN y la peroxidación lipídica (Allen and 

Bayraktutan, 2009). El ONOO- oxida grupos sulfhidro a un ritmo mil veces superior que el H2O2 

e inhibe la función de diversas enzimas, especialmente las de la cadena mitocondrial (Pryor 

and Squadrito, 1995). El peroxinitrito induce nitrotirosinación de proteínas, un cambio 

irreversible que puede alterar la funcionalidad de proteínas, tal como se ha descrito para el 

fibrinógeno después del ictus (ILL-Raga et al., 2015). También puede producir el catión 

nitrosonio (NO+) y el anión nitroxilo (NO-).  

Por otra parte, se ha demostrado que la reperfusión tiene efectos sobre los componentes 

musculares de la microvasculatura cerebral debido al estrés oxidativo (Bastide et al., 2007). 

Afecta el tono vascular y especialmente el peroxinitrito, induce contracción de los pericitos 

(Yemisci et al., 2009), causando una disminución del FSC después de la reperfusión que 

desencadena un aumento de la agregabilidad plaquetaria (Eltzschig and Collard, 2004; Allen 

and Bayraktutan, 2009) y leucocitaria (Justicia et al., 2003; Eltzschig and Eckle, 2011; Amaro et 

al., 2015). El estrés oxidativo y la inflamación producen un círculo vicioso en el desarrollo de la 
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I/R, ya que así como los ROS contribuyen al aumento de citocinas y quimioquinas que atraen 

leucocitos al tejido afectado, a su vez las células inflamatorias también contribuyen a la 

producción de radicales libres, como se observa en la Fig. 14. 

 

Fig. 14. Mecanismos de la I/R implicados en la producción de radicales libres y su interacción con los diversos 
procesos que producen la muerte celular. Adaptado de Crack & Taylor 2005 

La producción de radicales libres y peroxinitrito aumenta de forma precoz tras el evento 

isquémico y se puede duplicar su producción tras la reperfusión (White et al., 2000; Schaller 

and Graf, 2004b; Granger and Kvietys, 2015). El cerebro es especialmente sensible al estrés 

oxidativo debido a que posee altas concentraciones de lípidos peroxidables, niveles bajos de 

antioxidantes protectores, alto consumo de oxígeno y altos niveles de hierro que actúan como 

prooxidantes en condiciones patológicas. Los ROS y RNS tienen diversos efectos destructivos 

que terminan con la desintegración de los tejidos y la muerte celular (Fig. 14). Estos efectos 

incluyen la peroxidación de lípidos, la desnaturalización de proteínas, la inactivación de 

enzimas, el daño de ácidos nucleicos y del ADN, la liberación del Ca2+ intracelular, el daño 

estructural del citoesqueleto e inducen la síntesis de factores de transcripción que 

incrementan la producción de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas (Crack and Taylor, 

2005; Margaill, Plotkine and Lerouet, 2005; Allen and Bayraktutan, 2009; Lakhan et al., 2009; 

Olmez and Ozyurt, 2012; Chamorro et al., 2016). Los radicales libres también estimulan la 

activación del complemento, las plaquetas y la célula endotelial, promoviendo un estado 

procoagulante (Vidale et al., 2017), estimulan la activación de leucocitos y provocan la 

producción de eicosanoides (TxA2 y LTB4) (Eltzschig and Collard, 2004), que en conjunto 

median la infiltración leucocitaria al cerebro.  

 

3.2 Infiltración leucocitaria 

Los procesos de la cascada isquémica desencadenan la producción de moléculas 

proinflamatorias, como citoquinas, quimioquinas y eicosanoides, que a su vez inducen la 

expresión de moléculas de adhesión. En conjunto, todos estos mediadores se consideran los 

amplificadores de la respuesta inflamatoria producida por la I/R (Tabla 3).  

Estos mediadores, junto con las modificaciones estructurales de la ECM de la 

microvasculatura causadas por la I/R, promueven la activación, agregación e infiltración de 
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leucocitos al tejido cerebral. Se ha observado que el reclutamiento de leucocitos en las vénulas 

poscapilares está acompañada por el acúmulo de plaquetas (Arumugam, Granger and 

Mattson, 2005; Stoll, Kleinschnitz and Nieswandt, 2008; Brait et al., 2012). El reclutamiento de 

plaquetas y leucocitos en el endotelio cerebral se considera un paso importante, coordinado y 

muy regulado en el desarrollo del daño por inflamación relacionado con la I/R (Yilmaz and 

Granger, 2008).  

Tabla 3. Mediadores de la inflamación postisquémica. Modificado de Vidale et al. 2017 

 

Leyenda: AG: astroglía, EC: célula endotelial, MG: microglía, PVM macrófago perivascular, Circ: plasma.  

3.2.1 Moléculas de adhesión  

Los capilares cerebrales actúan de interfaz para que los leucocitos se adhieran al endotelio 

y luego accedan al parénquima (del Zoppo et al., 2000) como se refleja en la Fig. 15. La 

transmigración de leucocitos desde la microcirculación hasta el núcleo isquémico se puede 

observar tras la primera hora de isquemia (del Zoppo and Mabuchi, 2003), pero la adhesión de 

leucocitos al endotelio se ha observado a partir de los 30 minutos después de la reperfusión 

(Yilmaz and Granger, 2008). 

Mediator Type Producing cel l

IL-1 Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

IL-6 Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

IL-10 Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

IL-17 Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

IL-20 Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

TNF Cytokine EC, neurons , PVM, MG, AG

CCL2 Chemokine EC, neurons , PVM, MG, AG

CCL3 Chemokine EC, neurons , PVM, MG, AG

CCL5 Chemokine EC, neurons , PVM, MG, AG

CXCL2/3 Chemokine EC, neurons , PVM, MG, AG

CXCL8 Chemokine EC, neurons , PVM, MG, AG

MMP2 Protease Circ, EC, AG, neurons

MMP9 Protease Circ, EC, AG, neurons

Complement Protease Circ, EC, AG, neurons

iNOS Other mediator MG, Leuk, EC

COX-2 Other mediator Neurons , MG, Leuk, EC

ICAM1 Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

VCAM-1 Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

P-selectin Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

E-selectin Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

Mac-1 Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

VLA-1 Adhes ion molecule EC, Leuk, PVM, MG, AG

Fig. 15. Respuesta de la microvasculatura cerebral a la 
isquemia focal (A), después de oclusión de la arteria cerebral 
media (MCAO), aumenta la permeabilidad de la célula 
endotelial y de los componentes de la BHE (B), se produce la 
adhesión de leucocitos y plaquetas a los receptores 
expresados por las células endoteliales (C) y la pérdida de 
inserciones en ECM de las células endoteliales y de los 
extremos del astrocito, produciendo  la ruptura de la lámina 
basal (D). Tomado de del Zoppo et al. 2000 
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Las moléculas de adhesión celular (CAMs), que están presentes en el endotelio vascular, 

en los leucocitos y las plaquetas, son las mediadoras clave en el rodamiento, adherencia y 

migración de los leucocitos al cerebro (Iadecola and Alexander, 2001). Estas moléculas se 

clasifican en 3 familias: las selectinas, la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF) y las 

integrinas. 

 Las selectinas son glicoproteínas que median la adhesión célula-célula y el rodamiento 

de los leucocitos en el endotelio (Frijns and Kappelle, 2002; Wang, Tang and Yenari, 

2007). Se conocen 3 selectinas: P-selectina, E-selectina y L-selectina. Estas se expresan 

en la membrana celular inmediatamente tras la activación de la célula. La E-selectina 

(CD62E) se expresa en la célula endotelial tras la activación por citoquinas. La P-selectina 

(CD62P) está constitutivamente presente en las membranas de los gránulos de las 

células endoteliales y las plaquetas, lo que permite su expresión extracelular inmediata 

tras la activación de la célula por medio de histamina, trombina o por el complemento 

(Frijns and Kappelle, 2002; Huang, Upadhyay and Tamargo, 2006). La P-selectina se ha 

detectado 15 minutos tras la reperfusión después de la isquemia cerebral (Yilmaz et al., 

2006). Se ha postulado que las plaquetas activadas liberan P-selectina para interactuar 

con los leucocitos por medio del receptor PSGL1 y potenciar el daño vascular (Goussev 

et al., 1998; Cha et al., 2002; Arumugam, Granger and Mattson, 2005; Yilmaz and 

Granger, 2008).  

 

La diana de la E y P selectina endotelial es el receptor PSGL1 de los leucocitos y su 

función es la adhesión primaria (llamado rodamiento). El rol de la L-selectina en la 

isquemia es menos claro y parece no influenciar el resultado de la misma. La L-selectina 

se expresa en los linfocitos, neutrófilos y monocitos (Wang, Tang and Yenari, 2007), y 

parece que media la unión de neutrófilos al endotelio por vías independientes a las 

integrinas (Huang, Upadhyay and Tamargo, 2006).  

 

Diversos estudios demuestran que la sobreexpresión de las selectinas P y E promueve la 

inflamación y el daño isquémico (Connolly et al., 1997; Huang et al., 2000), así mismo el 

uso de ratones genéticamente modificados para que no expresen alguna selectina, o el 

uso de inhibidores o anticuerpos contra las selectinas, se asocian con una mejoría en la 

evaluación neurológica y un menor volumen de infarto (Suzuki et al., 1999; Huang et al., 

2000; Mocco et al., 2002; Yilmaz and Granger, 2008), inclusive se relacionan con una 

reducción de la transformación hemorrágica en ratas (Goussev et al., 1998).  

 

 La superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF) se expresa en las células endoteliales 

activadas. Estas median la adhesión firme entre los leucocitos y el endotelio y a la vez 

activan los leucocitos. Esta familia está compuesta por 5 moléculas: molécula de 

adhesión intercelular 1 y 2 (ICAM-1 e ICAM-2), molécula de adhesión vascular-celular 1 

(VCAM-1), molécula de adhesión plaqueta-endotelio 1 (PECAM-1) y MAdCAM-1, que se 

describen en la Tabla 4. La ICAM1 y la VCAM1 son las más estudiadas en la I/R. Aunque 

son expresadas constitutivamente, su expresión puede ser aumentada por citoquinas. 

En humanos también han sido detectadas estas 2 CAMs después del ictus (Huang, 

Upadhyay and Tamargo, 2006). En modelos animales usando anticuerpos anti-ICAM-1 y 

en ratones deficientes en ICAM-1 se observa una disminución en el tamaño del infarto y 

una mejoría en la recuperación (Bowes et al., 1995; Chopp et al., 1996; Connolly et al., 

1996; Kanemoto et al., 2002; Justicia et al., 2003; Merchant, Gurule and Larson, 2003). 

Sin embargo, un ensayo clínico en 625 pacientes con ictus isquémico tratados con un 
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anticuerpo anti-ICAM-1 (Enlimomab) o placebo administrados con una ventana 

terapéutica de 6 horas, no resultó ser eficaz para el tratamiento del ictus isquémico y los 

pacientes tratados presentaron una peor recuperación funcional (Enlimomab Acute 

Stroke Trial Investigators, 2001a).  

 

El rol de la VCAM-1 es menos claro, algunos estudios demuestran como la reducción de 

la expresión de VCAM-1 se relaciona con menor respuesta inflamatoria tras la isquemia 

(Cervera et al., 2004), o con mejora del déficit neurológico (Zhang and Wei, 2003). 

Mientras que en otro estudio experimental se observó que el uso de anticuerpos anti-

VCAM-1 no producía una mejoría en la recuperación después del episodio isquémico 

(Justicia et al., 2006).  

 

La PECAM-1 y la ICAM-2 se expresan en el endotelio y las plaquetas (la PECAM-1 

también en los leucocitos) y podrían mediar las interacciones intercelulares durante la 

inflamación y la trombosis (Huang, Upadhyay and Tamargo, 2006). La función de la 

PECAM-1 es la unión intercelular de las células endoteliales por lo que es importante en 

la transmigración de los leucocitos a través del endotelio (Frijns and Kappelle, 2002).  

Tabla 4. Moléculas de adhesión relacionadas con la infiltración leucocitaria. Familia de Ig e 
integrinas presentes en los leucocitos. 

 

Leyenda: EC: células endoteliales. Modificada de Frijns & Kappelle 2002 

 Las integrinas son glicoproteínas de membrana heterodiméricas presentes en la 

superficie de las células, que están compuestas por una subunidad β común y una 

subunidad α variable. Hay 3 subfamilias de la subunidad β: las integrinas β1 se unen al 

colágeno, laminina y fibronectina y están relacionadas con la estructura de la ECM 

procurando la unión de las células endoteliales a la matriz. Las integrinas β3 o 

citoadhesinas están relacionadas con la formación del coágulo y la estabilización del 

Adhesion Molecule Action Cells of Origin Expression Counterreceptor Target Cells

Immunoglobulin 

gene superfamily

ICAM-1, CD54 Firm adhes ion and 

transmigration

EC, leukocytes , 

fibroblasts , 

epithel ia l  cel l s

Consti tutive (low), 

upregulated by 

cytokines

LFA-1, Mac-1 Al l  leukocytes

ICAM-2, CD102 Firm adhes ion EC, platelets Consti tutive LFA-1 Al l  leukocytes

VCAM-1, CD106 Firm adhes ion and 

transmigration

EC Consti tutive (low), 

upregulated by 

cytokines

VLA-4 Monocytes , 

lymphocytes

PECAM-1, CD31 Leukocyte 

transmigration and 

adhes ion

EC, platelets , 

leukocytes

Consti tutive PECAM-1 EC, platelets , 

leukocytes

β2 (CD18) integrins

CD18/11a (LFA-1) Firm adhes ion and 

transmigration

Al l  leukocytes Consti tutive, function 

on leukocyte activation

ICAM-1 and 

ICAM-2

EC

CD18/11b (Mac-1) Fi rm adhes ion and 

transmigration

Neutrophi ls , 

monocytes , NK 

cel ls

Consti tutive, surface 

express ion increased 

after activation

ICAM-1 EC

CD18/11c Minor role in 

leukocyte 

adhes ion

Neutrophi ls , 

monocytes , NK 

cel ls

Consti tutive, surface 

express ion increased 

after activation

Complement 

fragments

β1 (CD29) integrins

VLA-4, 

CD49d/CD29

Firm adhes ion and 

transmigration

Lymphocytes , 

monocytes

VCAM-1 Monocytes , 

macrophages , 

EC, epithel ia l  

cel l s



INTRODUCCIÓN 

38  
 

mismo, incluyen la GPIIb/IIIa (CD61) de la plaqueta (Wang, Tang and Yenari, 2007; De 

Meyer et al., 2016).  

 

La subfamilia β2 (CD18) de las integrinas son CAMs que se expresan únicamente en los 

leucocitos. Su expresión aumenta en presencia del TNFα y la E-selectina (Frijns and 

Kappelle, 2002). Dentro de la subfamilia β2 hay 3 subunidades α (CD11a, CD11b y 

CD11c), ver Tabla 4. Las integrinas más relacionadas con la infiltración leucocitaria son la 

CD18/CD11a o LFA-1 (antígeno 1 asociado a la función del linfocito) y la CD18/CD11b o 

Mac-1 (antígeno del macrófago 1), estas se unen a las ICAMs. Los linfocitos y los 

monocitos además expresan la integrina α4β1 (VLA-4) que se une a la VCAM-1. En 

general las integrinas se unen a sus receptores de la IgSF en el endotelio, esta unión 

promueve la adhesión firme y colabora en la transmigración de las células desde el 

lumen de los vasos al parénquima cerebral. Las integrinas actúan como el principal 

mediador celular de las cascadas inflamatorias experimentadas durante la isquemia 

(Huang, Upadhyay and Tamargo, 2006). Diversos estudios demuestran que bloquear las 

integrinas reduce el daño neurológico en modelos animales y es asociado a menor 

infiltración de neutrófilos (Bowes et al., 1995; Yenari et al., 1998; Prestigiacomo et al., 

1999; Becker et al., 2001; Yilmaz and Granger, 2008). En particular, hemos participado 

en un estudio multicéntrico, aleatorizado y ciego (Llovera, Hofmann, Roth, Salas-

Perdomo, Ferrer-Ferrer, Perego, E. R. Zanier, et al., 2015), en el que se testaba un 

anticuerpo contra la cadena α4 del VLA-4, el anticuerpo anti-CD49d, en los modelos 

permanentes y transitorios de MCAO. Los resultados demostraron que en el modelo de 

isquemia permanente había una neuroprotección ya que disminuía significativamente el 

volumen de infarto y había menor infiltración leucocitaria, mientras que en el modelo de 

isquemia transitoria no había diferencias significativas (el estudio completo se encuentra 

en el Anexo A). Recientemente se ha completado un ensayo clínico (ACTION trial) en 

pacientes con ictus isquémico agudo utilizando un anticuerpo humanizado contra la 

integrina 4 (Natalizumab) que se administró en las primeras 9 horas después del inicio 

del ictus (Elkins et al., 2017a). Aunque el tratamiento no redujo de forma significativa el 

volumen de infarto cerebral, sí que se asoció con una mejora de la función neurológica a 

los 90 días. No obstante, un segundo ensayo clínico con Natalizumab en pacientes con 

ictus isquémico, no ha dado resultados positivos, según comunicado reciente de Biogen, 

la empresa financiadora del estudio. Por lo tanto, se necesitan nuevos estudios clínicos 

para determinar si los fármacos que atenuan la infiltración leucocitaria conllevan una 

mejora del pronóstico de los pacientes con ictus. 

Además de que la adhesión de leucocitos al endotelio permite que estos migren al 

cerebro, la adhesión de leucocitos y su interacción con las plaquetas, produce tapones 

microvasculares que disminuyen la velocidad y la cantidad del FSC empeorando así el daño 

isquémico.  

 

3.2.2 Leucocitos infiltrantes 

Existen extensas evidencias de la variedad de poblaciones celulares que se adhieren a la 

vasculatura y migran al espacio perivascular de varios tejidos (corazón, intestino, pulmón, 

cerebro, etc.) después de la I/R. Los leucocitos infiltrantes actúan sinérgicamente con la 

microglía activada produciendo diversos mediadores inflamatorios, resultando en edema 

cerebral, hemorragia, daño a la BHE y mayor muerte neuronal (Gu et al., 2015). 
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Dentro del estudio de los leucocitos se ha dado mayor importancia a los neutrófilos. Estos se 

adhieren a las venas poscapilares minutos después de la reperfusión, sin embargo se requieren 

horas y/o días para detectar neutrófilos infiltrados en el parénquima. Linfocitos de diversas 

poblaciones (T, B y NK), macrófagos y monocitos también han sido observados en diversos 

órganos posreperfusión (Fig. 16).  

 

 

 

 

Fig. 16. Esquema que muestra el reclutamiento de las células 
inflamatorias en el cerebro después de la isquemia cerebral focal 
en ratones enun periodo del tiempo. Tomado de (Jin, Yang and 
Li, 2010) 

 

Los neutrófilos son las primeras células que responden al daño isquémico, estos acuden al 

cerebro desde los 30 minutos hasta pocas horas despues del episodio isquémico. Estudios 

clínicos han confirmado el acumulo de neutrófilos en las regiones infartadas del cerebro 

humano, y se correlacionan con un mayor daño del tejido y peor recuperación funcional (Price 

et al., 2004; Buck et al., 2008; Perez-de-Puig et al., 2015). 

En modelos de isquemia transitoria se ha demostrado mediante deplección o inhibiendo 

su infiltración, que una mayor cantidad de neutrófilos infiltrantes en el cerebro causan 

mayores volúmenes de infarto, (Bowes et al., 1995; Chopp et al., 1996; Connolly et al., 1996; 

Yenari et al., 1998). Los neutrófilos contribuyen al daño secundario ya que liberan citoquinas 

proinflamatorias, quimioquinas, elastasas, MMPs, ROS y aumentan la expresión de las CAMs 

(Iadecola and Alexander, 2001; Wang, Tang and Yenari, 2007; Jin, Yang and Li, 2010). Los 

neutrófilos son una fuente muy importante de MMP9, una proteasa que degrada la lámina 

basal y media la ruptura de la BHE, exacerbando el daño isquémico (Huang, Upadhyay and 

Tamargo, 2006; Jin, Yang and Li, 2010) y la transformación hemorrágica del infarto (Rosell et 

al., 2008).  

Los monocitos/macrófagos son morfológica y funcionalmente similares a la microglía 

residente y por lo tanto muy difíciles de distinguir entre sí. La mayoría de los datos actuales 

han demostrado que los macrófagos se reclutan en el cerebro isquémico entre los 3 y 7 días 

después de la isquemia (Schilling et al., 2005, 2009; Breckwoldt et al., 2008) y los monocitos 

entre 4 y 7 días, aunque durante el primer día ya se observen algunos monocitos infiltrantes 

(Miró-Mur et al., 2016). El estudio de los efectos independientes de cada tipo celular en el 

cerebro isquémico es difícil y existen muchas controversias debido a que todas las células 

parecen tener efectos detrimentales, pero a la vez pueden contribuir a la resolución de la 

inflamación y a la reparación del tejido.  

 

3.2.2.1 Los linfocitos 

Recientemente muchos científicos y clínicos han centrado su atención en la participación 

de los linfocitos en el ictus. Los linfocitos son actores importantes en la respuesta inmune 

innata y adaptativa (Urra et al., 2009). Existen evidencias de que los linfocitos pueden jugar un 



INTRODUCCIÓN 

40  
 

rol negativo en la patogénesis de la isquemia, sin embargo hay controversias, y se requiere un 

estudio más amplio sobre los mecanismos y las subpoblaciones involucradas en el desarrollo 

del daño por I/R. Por ejemplo, en un estudio clínico en pacientes, se determinó que tras sufrir 

un ictus el aumento de algunas subpoblaciones de linfocitos en sangre se podía correlacionar 

con un mayor riesgo de recurrencia del ictus y con la muerte (Nadareishvili et al., 2004). Sin 

embargo, se conoce que en pacientes que sufren un ictus se produce linfopenia y esta se 

relaciona con el desarrollo de infecciones asociadas al ictus (SAI), aumentando la morbilidad y 

mortalidad de esta patología (Prass et al., 2003; Chamorro, Urra and Planas, 2007; Urra et al., 

2009; Iadecola and Anrather, 2011). Aunque los linfocitos presentan fuertes propiedades 

dañinas para el tejido y propiedades proinflamatorias, también están implicados en el 

equilibrio de la respuesta inmunológica y en la reparación tisular y esto depende de la 

subpoblación a la que pertenecen y las características que desarrollan tras su activación. 

Aunque los linfocitos son similares morfológicamente, son muy diferentes en sus 

funciones y deben clasificarse para su correcto estudio. Los linfocitos B son las únicas células 

capaces de producir anticuerpos y son el componente central de la inmunidad humoral. 

Diversos estudios en modelos animales han reportado que los linfocitos B no contribuyen al 

daño isquémico tras el ictus (Kleinschnitz et al., 2010; Iadecola and Anrather, 2011; Gu et al., 

2015) y que en animales deficientes en células B no se alteran la dinámica del infarto ni de la 

inflamación (Yilmaz et al., 2006). Sin embargo estudios recientes muestran que los linfocitos B 

son protectores, ya que en animales deficientes en linfocitos B o tratados con anticuerpo anti-

CD22 se observó un mayor volumen de infarto, y se demostraró que la protección ante la 

isquemia está ligada a la producción de IL10 por parte de los linfocitos B (Offner and Hurn, 

2012; Bodhankar et al., 2013). No obstante, aunque se ha demostrado que en condiciones de 

inflamación puede haber tráfico de linfocitos B sin ruptura de la BHE, no hay evidencias de que 

estas células participen en la fase aguda del ictus isquémico (Miller, 1999).  

Los linfocitos T son los mediadores de la inmunidad celular. Las células T juegan un papel 

central en la inmunidad adaptativa, son importantes en la comunicación entre el sistema 

inmune innato y adaptativo (Gu et al., 2015) y pueden generar memoria inmune (Brait et al., 

2012). Los linfocitos T activados son capaces de cruzar la BHE de una forma aleatoria, sin 

importar el tipo de célula T y sin influencia de un antígeno especifico (Miller, 1999). Se ha 

observado que el perfil temporal de las células T en el daño isquémico no es consistente con 

los conceptos establecidos de la inmunidad adaptativa, ya que esta respuesta requiere un 

intervalo de 7 a 10 días desde la presentación del antígeno (Iadecola and Anrather, 2011) y las 

células T han sido observadas en el cerebro isquémico pocas horas tras la reperfusión 

(Arumugam, Granger and Mattson, 2005; Brait et al., 2010; Jin, Yang and Li, 2010). Por lo 

tanto, diversos estudios sugieren que en la fase aguda de la isquemia, los linfocitos T 

contribuyen al daño tisular de manera independiente del antígeno, ya sea, por medio de la 

liberación de diversas citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, de producción de ROS e 

interferón γ (IFN-γ), activando las CAMs, las células residentes, los macrófagos y otros 

leucocitos, que finalmente, en conjunto causan la muerte neuronal (Arumugam, Granger and 

Mattson, 2005; Zipp and Aktas, 2006; Brait et al., 2010; Kamel and Iadecola, 2012).  

Las acciones precisas de los linfocitos T en el cerebro después del accidente 

cerebrovascular no se conocen bien y es probable que sean complejas y específicas para las 

diferentes subpoblaciones de células T. Los linfocitos T se caracterizan por la expresión del 

receptor de la célula T (TCR) y se pueden diferenciar por la expresión de proteínas 

correceptoras específicas. El 95% de las células T expresan en su superficie CD3 (Brait et al., 

2012). El subconjunto CD3+ está compuesto por las células CD4+ (o células T helper; Th) y 
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células CD8+ (o células T citotóxicas; Tc). Las células T CD4+ y CD8+ son las células más 

implicadas en la inflamación tras la isquemia de diversos órganos en modelos animales (Jin, 

Yang and Li, 2010). Ver Fig. 17. 

Las células T CD4+ o Th son células efectoras que no tienen funciones citotóxicas, sino que 

actúan como ayudantes coordinando y modulando la respuesta inmune. El TCR de las células 

Th reconoce el antígeno presentado por el complejo de histocompatibilidad (MCH) clase II y 

esta interacción produce la activación de las células T. Dependiendo del medio donde se 

encuentren y las señales moleculares que reciben, las células Th se desarrollan para producir 

un patrón específico de citoquinas y se clasifican según esta producción.  

 Las células Th1 secretan INF-γ y TNF y su desarrollo lo promueve la IL12. Estas células 

estimulan la respuesta inmune innata y celular o inmunidad inflamatoria. 

 Las células Th2 secretan citoquinas antiinflamatorias (IL4, IL5, IL9, IL10 e IL13) y se 

desarrollan por la presencia de IL4. Promueven la inmunidad humoral y la respuesta 

contra los patógenos extracelulares. 

 Las células Th17 que secretan IL17, IL21 e IL22 (Brait et al., 2012) se desarrollan en 

presencia de TGF-β e IL6. Participan en la autoinmunidad y no han sido implicadas en el 

daño isquémico cerebral (Iadecola and Anrather, 2011). 

 Las células T reguladoras (Treg; CD4+CD25+FoxP3+) o células T supresoras pueden estar 

presentes naturalmente o desarrollarse a partir de otras células Th en presencia de TGF-

β. Las células Treg secretan TGF-β y principalmente IL10, que son cruciales para el 

mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune ya que limitan la respuesta 

inflamatoria (Lakhan et al. 2009) (Fig. 17). En modelos animales se ha visto que las 

células Treg tienen un rol protector en los estadios crónicos de la isquemia, aunque su 

efecto beneficioso solo es evidente en isquemias pequeñas (Liesz et al., 2009; Iadecola 

and Anrather, 2011).  

Las células CD4+ activadas infiltran el cerebro fácilmente después de la I/R, dando la 

oportunidad a las células dendríticas, la microglía o los macrófagos de estimular estas células y 

potenciar su diferenciación hacia células Th1 para producir citoquinas proinflamatorias o Th2 

que dan soporte a la respuesta mediada por anticuerpos. Además se ha observado que las 

células T nativas que aún no tienen un fenotipo específico, en condiciones de inflamación 

cerebral, son capaces de penetrar la BHE y causar daño por medio de la producción de 

citoquinas (Arumugam, Granger and Mattson, 2005). También se ha advertido que las células 

Th son capaces de viajar grandes distancias dentro del cerebro en condiciones de inflamación, 

para interactuar con las neuronas e inducirlas a morir (Infante-Duarte et al., 2008) (Fig. 17).  

Las células CD8+ o Tc son células citotóxicas. El TCR de las células Tc se une al antígeno 

presentado por el MCH clase I que está presente en todas las células somáticas. La célula Tc 

puede matar la célula somática a través de la permeabilización de la membrana por medio de 

la liberación de perforina y de varias granzimas, produciendo la muerte celular por necrosis o 

apoptosis. Las células Tc también producen citoquinas como IFN-γ y TNF que pueden activar 

otros elementos del sistema inmune (Brait et al., 2012) (Fig. 17).  
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Fig. 17 Acciones potenciales de los linfocitos T en el cerebro después del ictus. Tras la I/R, los linfocitos T circulantes 
interactúan con neutrófilos, macrófagos, plaquetas y células endoteliales (EC), y pueden atravesar la BHE para 
infiltrarse en el tejido. Hay dos amplias subpoblaciones de linfocitos T circulantes, células T CD4+ y células T CD8+. 
Parece que ambas subpoblaciones contribuyen significativamente a la lesión postisquémica a través de diversos 
mecanismos. La pequeña subpoblación de células Treg puede actuar limitando los efectos perjudiciales causados por 
otras células T. Además, las células T CD4 +, especialmente Tregs, pueden contribuir a procesos posteriores de 
reparación, como la neurogénesis, en la fase más crónica del ictus. Tomado de Brait et al. 2012 

Las células γδT son un subgrupo peculiar de células T efectoras que no requieren 

presentación clásica de antígeno. Estas células reaccionan ante señales de peligro producidas 

por las células estresadas. Las células γδT han sido postuladas como productoras de IL17 y se 

relacionan con el daño isquémico pero intervienen durante los estadios crónicos del desarrollo 

del infarto (Shichita et al., 2009; Kleinschnitz et al., 2010; Iadecola and Anrather, 2011). Las 

células γδT se observan en la zona infartada del cerebro hacia el cuarto día después del 

episodio de I/R (Jin, Yang and Li, 2010), aunque también se ha descrito su participación 

reclutando neutrófilos en la fase aguda del ictus (Gelderblom et al., 2012; Benakis et al., 2016).  

Las células NK y NKT se clasifican como linfocitos pero tienen similitudes con los 

macrófagos (Urra et al., 2009). Las células NK no tienen TCR y no necesitan presentación de 

antígeno para su activación o función citotóxica. Las células NKT tienen un TCR muy simple que 

reconoce glicolípidos (Iadecola and Anrather, 2011). Estos dos tipos de linfocitos son células 

con funciones citotóxicas que producen grandes cantidades de citoquinas (interferones, ILs, 

TNF) tras su activación.  

El estudio del papel de los linfocitos en el ictus experimental se ha llevado a cabo por 

medio del uso de ratones deficientes en linfocitos totales, en linfocitos T o en poblaciones 

específicas de linfocitos T. En general, los estudios han demostrado que los ratones deficientes 

en linfocitos tienen un menor volumen de infarto y mejor resultado funcional comparado con 

los animales nativos (Yilmaz et al., 2006; Hurn et al., 2007; Shichita et al., 2009; Kleinschnitz et 

al., 2010). El estudio de Hurn et al. (2007) en animales SCID, deficientes en linfocitos T y B, 

demostró que tras una isquemia transitoria de 90 minutos, los animales deficientes tenían 

menor volumen de infarto que los nativos. Así mismo otros estudios en anímales deficientes 

en el gen de activación de la recombinasa (Rag1-/- o Rag2-/-) que tampoco presentan linfocitos T 
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ni B, han demostrado menores volúmenes de infarto y mejor recuperación funcional que los 

animales nativos, y que al administrar células T de ratones nativos a los animales deficientes 

esta protección se perdía (Yilmaz et al., 2006; Shichita et al., 2009; Kleinschnitz et al., 2010). La 

expresión de moléculas proinflamatorias por parte de las células T infiltrantes podría ser la 

causa de un mayor daño cerebral (Brait et al., 2010). 

Así mismo, hay estudios en subpoblaciones de células T. Dos estudios en animales 

deficientes en células Th o Tc demuestran que los animales tienen un menor volumen de 

infarto y una reducción del déficit neurológico (Yilmaz et al., 2006; Liesz et al., 2011). Incluso 

un estudio demostró que el infarto se reducía en ratones deficientes en células Th1, pero se 

incrementaba en ratones deficientes en células Th2 (Gu et al., 2015).  

Otra forma de estudiar la función de los linfocitos es por medio de la inmunosupresión 

química. En un estudio en el modelo de tMCAO en ratas, al usar el agente FK506 o Tacrolimus, 

un fármaco inmunosupresor usado principalmente después de trasplantes alogénicos que 

reduce la actividad de células T y la transducción de la IL2, se observó que el volumen de 

infarto se reducía significativamente en las ratas tratadas (Brecht et al., 2003). Sin embargo, el 

uso de otros inmunosupresores como la ciclosporina o el inhibidor de la activación de las 

células T rapamicina, no demostraron protección usando el mismo modelo animal (Bochelen, 

Rudin and Sauter, 1999; Phillis et al., 2002). 

Independientemente de la actividad citotóxica de los linfocitos T, las células T también 

pueden contribuir a la patofisiología del ictus isquémico propagando la formación de trombos 

(Li, 2008; Kleinschnitz et al., 2010), participar en el reclutamiento temprano de neutrófilos y 

otros leucocitos en el tejido isquémico tras la reperfusión (Arumugam, Granger and Mattson, 

2005; Yilmaz et al., 2006) e incrementar la expresión de CAMs. Además pueden dañar la 

microvasculatura del cerebro ya que los linfocitos T activados pueden producir MMPs que 

degradan la ECM (Brait et al., 2012). Finalmente la suma de estas acciones puede 

desencadenar un ambiente proinflamatorio y protrombótico en el cerebro infartado que 

exacerbe el daño tisular. 

 

3.2.2.2 Las plaquetas y su interacción con los leucocitos  

Estudios recientes del tejido posisquémico han demostrado que generalmente el 

reclutamiento de leucocitos viene acompañado de la acumulación de plaquetas (Yilmaz and 

Granger, 2008). Esta acumulación puede ser paralela o incluso preceder a la de leucocitos, lo 

que sugiere que existen interacciones intercelulares entre linfocitos y plaquetas (Rodrigues 

and Granger, 2010).  

Se conoce que las plaquetas pueden acumularse en la microvasculatura isquémica tras 30 

minutos de reperfusión en diversos órganos como el riñón (Chintala, Bernardino and Chiu, 

1994), el hígado (Nakano et al., 2008), y el cerebro: por ejemplo, en un modelo de isquemia 

cerebral de gatos, se observó que las plaquetas se acumulaban en los vasos de los 30 a 45 

minutos posreperfusión (Jafar et al., 1989). Lo que aún no está muy claro es cuán importante 

es la interacción de las plaquetas con los leucocitos, ni cuál es la implicación neta de las 

plaquetas en el cerebro isquémico post-reperfusión. 

Se ha estimado que tras la I/R aproximadamente el 25% de las plaquetas se unen 

directamente al endotelio de la microvasculatura, pero el 75% restante se une a los leucocitos 

atrapados a la pared vascular (Rodrigues and Granger, 2010). Se han observado complejos de 
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plaquetas-leucocitos en humanos que se incrementan en pacientes con ictus isquémico agudo 

(McCabe et al., 2005). La unión de las plaquetas a los leucocitos puede causar la activación de 

estos dos tipos celulares (Li, 2008; Yilmaz and Granger, 2008), estén involucrados en el trombo 

o no. La activación de las plaquetas y de los leucocitos causa que cada uno de los tipos 

celulares libere productos citotóxicos que exacerban el daño inflamatorio, como se observa en 

la Fig. 18.  

 

Fig. 18 Influencias de las plaquetas en la actividad de las diferentes subpoblaciones de linfocitos. Tomado de (Li, 
2008) 

Las interacciones plaquetas-leucocitos son mediadas por la P-selectina y el ligando PSGL-1 

(CD162) (del Zoppo and Mabuchi, 2003). Se ha implicado el PSGL-1 (CD162) como el mayor 

contrareceptor para la P-selectina, VCAM-1 y las integrinas CD11/CD18 (Arumugam, Granger 

and Mattson, 2005). Las plaquetas aumentan el reclutamiento de linfocitos al tejido inflamado, 

ya que ofrecen una plataforma rica en P-selectina que puede interactuar con el PSGL-1 que se 

expresa en la superficie de algunos leucocitos (Afshar-Kharghan and Thiagarajan, 2006). Así 

mismo, las plaquetas se unen a los neutrófilos por este mecanismo y los activan, induciendo la 

liberación de proteasas por parte de los neutrófilos (De Meyer et al., 2016). Igualmente, los 

linfocitos activados pueden interactuar con las plaquetas agregadas/activadas vía CD40/CD40L, 

un mediador de la trombo-inflamación (Kleinschnitz et al., 2010; De Meyer et al., 2016) y de la 

permeabilidad vascular observada en I/R (Rodrigues and Granger, 2010).  

Las implicaciones de las interacciones plaquetas-leucocitos en la I/R aún no están 

esclarecidas ya que hay pocos estudios en isquemia cerebral. En modelos animales se ha 

observado que el bloqueo inmunológico de la integrina GPIIb/IIIa no ha tenido efecto en la 

adhesión plaquetaria causada por la I/R cerebral (Yilmaz and Granger, 2008). En estudios en 

ratones deficientes en linfocitos T CD4+ y CD8+ se observó un menor número de leucocitos y 

plaquetas adherentes en las vénulas cerebrales con un menor volumen de infarto (Yilmaz et 

al., 2006). Sin embargo, en un estudio in vitro con sangre de ratones deficientes en linfocitos 

(Rag1-/-) se demostró que estos animales no mostraban alteraciones en el tiempo de 

formación del trombo (Kleinschnitz et al., 2010).  
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Algunos estudios en órganos que han sufrido I/R, diferentes al cerebro, sugieren que la 

interacción de las plaquetas con los leucocitos puede afectar la función de la barrera 

endotelial. Un estudio de la vasculatura coronaria posreperfusión indica que las plaquetas no 

están implicadas en el daño de la barrera endotelial causado por leucocitos (Reynolds and 

McDonagh, 1994). Mientras que otro estudio en el mismo tipo de tejido, describe que al 

administrar plaquetas activadas, la función de la barrera endotelial mejora y se observan 

menos trasudados capilares (Heindl et al., 1998). Un estudio en isquemia pulmonar también 

demuestra que las plaquetas pueden tener un efecto protector de la barrera endotelial 

(Zamora, Baron and Heffner, 1991). Por lo tanto, hay resultados muy diferentes sobre las 

plaquetas y sus interacciones con los leucocitos en el ictus y es un tema que se debe seguir 

investigando ya que podría ser una interesante diana terapéutica.  

Aparte de que las plaquetas están relacionadas con el fenómeno de “no reflujo” discutido 

con anterioridad y con el patrón trombo-inflamatorio que pueden generar, las plaquetas 

pueden facilitar la formación de mediadores inflamatorios de las células endoteliales por 

medio del intercambio transcelular de metabolitos precursores (Arumugam, Granger and 

Mattson, 2005) y pueden perjudicar la funcionalidad de la BHE ya que liberan citoquinas, ROS y 

otra gran cantidad de moléculas citotóxicas (Rodrigues and Granger, 2010).  

  

3.3 Ruptura de la BHE  

Los eventos de la cascada isquémica que se desarrollan en el ictus y los eventos de la 

reperfusión son, en conjunto, los causantes de la ruptura de la BHE (Khatri et al., 2012a). 

Durante la isquemia el desequilibrio osmótico, el acúmulo de glutamato y la acidosis láctica 

causan hinchazón de las células endoteliales, las neuronas y los astrocitos, ocasionando la 

pérdida de unión de las células que conforman la BHE con el consiguiente aumento de la 

permeabilidad. La respuesta inflamatoria induce la producción de COX-2 (Yang and Rosenberg, 

2011) y de citoquinas que contribuyen al daño de la BHE. También aumenta la producción de 

radicales libres y proteasas que atacan y degradan la ECM y las proteínas de los complejos de 

uniones de la célula endotelial. Durante la reperfusión el estrés oxidativo, la respuesta 

inflamatoria y el ingreso de leucocitos al parénquima contribuyen a la formación del edema y a 

la ruptura de la BHE. Además la reperfusión incrementa la presión sobre las TJ y las células 

endoteliales dañadas (Baeten and Akassoglou, 2011). En general todos los procesos de la I/R 

culminan con la formación de proteasas tóxicas y radicales libres que participan en el daño al 

tejido y en la eliminación de las células muertas. Sin embargo, algunas de las moléculas que 

son dañinas en el estadio temprano de la patología pueden tener funciones esenciales en la 

fase de recuperación (Yang and Rosenberg, 2011).  

El estrés oxidativo y los mediadores de la inflamación afectan a todos los componentes de 

la UNV y permiten la extravasación de proteínas y células sanguíneas, como se observa en la 

Fig. 19. La excesiva cantidad de ROS generados por las células endoteliales activadas, los 

leucocitos, las plaquetas adheridas y las células perivasculares, pueden iniciar la peroxidación 

de lípidos de las membranas generando daño en la integridad microvascular. La proteólisis es 

otra vía importante que está involucrada en el daño a la ECM (del Zoppo and Mabuchi, 2003). 

Comúnmente se considera que la alteración de las TJ desencadena la ruptura de la BHE, sin 

embargo un novedoso estudio en el modelo tromboembólico en ratas ha demostrado que la 

ruptura de la BHE es principalmente debida al daño directo de la célula endotelial y no solo a la 

degradación de las TJ (Krueger et al., 2015). También la muerte del pericito ha sido implicada 

en la ruptura de la BHE (Hall et al., 2014).  
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Fig. 19. Representación esquemática de la BHE antes y después de la isquemia. Después de la isquemia desaparecen 
las características endoteliales especializadas, se pierden los complejos de uniones y aparecen fenestraciones. La 
membrana basal se vuelve más delgada y hay una marcada reducción en las proteínas y receptores de la matriz. Hay 
fugas de líquido, proteínas y células de la luz del vaso. La microglía se activa y puede extender los procesos hacia los 
vasos sanguíneos, mientras que los pericitos se alejan y los glóbulos blancos transmigran. Tomado de Baeten & 
Akassoglou 2011 

La respuesta del tejido a la I/R causa una multitud de efectos en la microvasculatura que 

incluyen: pérdida de la integridad microvascular, pérdida de la regulación de las TJ, cambios 

multifásicos en la permeabilidad, degradación proteolítica de la membrana basal, pérdida de 

integrinas, pérdida de adhesión celular, edema, deposición extracelular de proteínas del 

plasma y aumento de la inflamación. Notablemente todos estos procesos contribuyen a la 

ruptura de la BHE (Wang and Lo, 2003; Wang and Shuaib, 2007; Sandoval and Witt, 2008; 

Baeten and Akassoglou, 2011). La ruptura de la barrera ocurre principalmente por la 

degradación enzimática que se corresponde con el inicio de la fase bifásica de la permeabilidad 

vascular tras la reperfusión (fases que se pueden observar en la Fig. 13, al inicio del capítulo 3) 

alrededor de las 5 horas posteriores a ella (Sandoval and Witt, 2008; Yang and Rosenberg, 

2011). La ruptura de la BHE permite que los componentes del plasma y las células sanguíneas 

se extravasen con la consiguiente formación de edema vasogénico, trasformación hemorrágica 

(TH) del infarto y aumento del daño al tejido. 

Aproximadamente en un tercio de los pacientes con isquemia se puede observar ruptura 

de la BHE (Henning, Latour and Warach, 2008). La ruptura de la BHE en humanos se ha 

asociado principalmente a la terapia con rtPA. Después del tratamiento farmacológico para la 

revascularización, se ha observado que la ruptura es más frecuente en pacientes tratados que 

reperfunden, que en pacientes en los que no hay reperfusión (Pan et al., 2007). La ruptura de 

la BHE es la precursora de consecuencias clínicas serias como la TH del infarto (Kassner and 
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Merali, 2015) y el edema, que aumentan el daño al tejido y empeoran el cuadro clínico. Los 

pacientes que presentan hipertensión o diabetes tienen mayor riesgo de presentar 

anormalidades de la BHE y de un incremento de la permeabilidad/ruptura de la barrera tras el 

ictus (Yang and Rosenberg, 2011). 

3.3.1 Metaloproteasas de matriz (MMPs) 

Durante la isquemia cerebral los componentes de la lámina basal de la microvasculatura 

desaparecen. Las proteínas de la matriz: laminina, colágeno, fibronectina y perlecan, se 

degradan por las proteasas que genera el tejido en respuesta a la isquemia. 

Experimentalmente se ha demostrado que en el territorio isquémico se produce una rápida 

aparición, alrededor de las primeras 2 horas, de las 4 familias de proteasas (MMPs, uroquinasa 

(u-PA), catepsinas y heparanasas) en la microvasculatura y cerca de las neuronas tras la MCAO 

(del Zoppo, 2010b). La u-PA es un activador del plasminógeno que a su vez activa la plasmina 

que es capaz de degradar todas las proteínas de la matriz (del Zoppo and Mabuchi, 2003). La 

catepsina L está relacionada con la degradación de la laminina y el perlecan (Baeten and 

Akassoglou, 2011). Las MMPs tienen la habilidad de digerir todas las proteínas de la lámina 

basal y de las TJ. La MMP2 o gelatinasa A y la MMP9 o gelatinasa B, digieren específicamente 

el colágeno IV (Wang and Lo, 2003; Gasche et al., 2006) . 

Las MMPs son endopeptidasas que se expresan en el tejido como formas latentes 

llamadas zimógenos, no son activas y no pueden degradar la ECM. Las MMPs son importantes 

para la remodelación de la ECM y el mantenimiento del equilibrio homeostático (Gasche et al., 

2006). Algunas MMPs se expresan constitutivamente y participan en procesos fisiológicos, 

como la MMP2 que está regulada principalmente por factores de crecimiento como el factor 

de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Yang and Rosenberg, 2011). Otras se inducen tras el 

daño por I/R como la MMP3 y la MMP9. Las citoquinas y el NO inducen la expresión de la 

MMP3 y la pro-MMP9.  

En la isquemia cerebral las MMPs producidas en el cerebro (principalmente MMP2, 3 y 9) 

participan en la fase bifásica de permeabilidad de la barrera según sus características como se 

puede observar en la Fig. 20. La activación de la forma latente pro-MMP2 coincide con la fase 

inicial reversible y precede a la fase más tardía e irreversible que se asocia a la inducción de 

MMP3 y MMP9 (Yang and Rosenberg, 2011; Turner and Sharp, 2016). Esta fase tardía se asocia 

a la ruptura completa de la BHE y a la TH (Asahi et al., 2001). Así mismo estas tres 

metaloproteasas promueven el proceso inflamatorio y oxidativo (ya que activan IL1β, ROS, NO, 

etc.), en un bucle de retroalimentación positiva que incrementa la producción de MMPs de las 

células (Gasche et al., 2006; Khatri et al., 2012b).  

Fig. 20. Esquema de los mecanismos 
teóricos que conducen a la apertura de la 
BHE. La lesión por reperfusión conduce a 
una apertura bifásica de la BHE. La 
apertura inicial es transitoria y reversible, 
se produce varias horas después del inicio 
de la reperfusión debido a la activación de 
la enzima constitutiva gelatinasa A 
(MMP2). De 24 a 72 horas más tarde, la 
respuesta inflamatoria conduce a la 
inducción de MMP3 y MMP9, que incitan 
un daño más intenso e irreversible de los 
vasos sanguíneos. Tomado de Yang & 
Rosenberg 2011 
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La expresión de estas tres MMPs en la fase aguda de la isquemia está asociada a mayor 

daño del tejido, muerte celular y TH del infarto. En la fase más crónica del infarto, estas juegan 

un papel crítico en la reparación y remodelación del tejido, particularmente en la angiogénesis 

(Turner and Sharp, 2016). 

Las MMPs son secretadas al espacio extracelular para ser activadas allí por un complejo 

sistema enzimático que requiere la interacción de unas con otras, al igual que con otras 

proteasas. La activación de los zimógenos depende de la escisión proteolítica del propéptido 

por medio de la autocatálisis (Florczak-Rzepka et al., 2012) de forma directa o indirecta. La 

pro-MMP2 se activa por medio de la MT1-MMP, MT3-MMP y la plasmina (del Zoppo and 

Mabuchi, 2003; Gasche et al., 2006). Los inhibidores de MMPs del tejido (TIMPs), son 

inhibidores endógenos intracelulares de las MMPs que tienen una alta afinidad por el dominio 

catalítico de las MMPs regulando su actividad. Curiosamente el zimógeno pro-MMP2 requiere 

la presencia del TIMP-2 que forma un complejo MT-MMP-TIMP2 indispensable para la 

activación de la MMP2. 

La pro-MMP9 al sufrir la ruptura del pro-dominio pasa a su forma activa. Este zimógeno 

puede ser activado por diversas moléculas que incluyen MMP2, MMP3, plasmina, u-PA y tPA 

(Gurney, Estrada and Rosenberg, 2006; del Zoppo, 2010a; Turner and Sharp, 2016). De igual 

manera, la u-PA, el tPA y la plasmina pueden activar la MMP3. La MMP3 es capaz de digerir la 

mayoría de las proteínas de la ECM y de las TJ (Solé et al., 2004; Gurney, Estrada and 

Rosenberg, 2006). Conjuntamente los factores de crecimiento vascular endotelial, las 

citoquinas y las quimioquinas pueden influenciar en la transcripción de las MMPs y los TIMPs.  

Al mismo tiempo diversos estudios han demostrado que los leucocitos infiltrantes son una 

fuente importante de MMP9 activa (Planas et al., 2002; Justicia et al., 2003) y que estos 

pueden causar la ruptura de la BHE (Gidday et al., 2005a). La MMP9 ha sido la metaloproteasa 

más estudiada en el ictus clínico y experimental. En estudios experimentales, la MMP9 está 

asociada a la degradación de las proteínas de la ECM con el correspondiente desarrollo de 

edema y hemorragia (Wang and Lo, 2003). Los niveles de MMP9 activa aumentan hacia las 2 o 

3 horas postisquemia y su pico es alrededor de las 18 horas (Gasche et al., 2006; Turner and 

Sharp, 2016). La expresión de pro-MMP9 o su forma activa, ha sido detectada tras el ictus en 

primates (Heo et al., 1999), en ratas (Planas et al., 2002; Justicia et al., 2003; Lu et al., 2008) y 

en ratones (Ogata et al. 1992; Gidday et al. 2005; Underly et al. 2017). La MMP9 es 

comúnmente asociada a isquemia focal en roedores, pero en primates solo se observa si hay 

TH del infarto (Asahi, Asahi, Jung, et al., 2000).  

Experimentalmente se ha demostrado que la MMP9 es la proteasa dominante que 

degrada la BHE tras el ictus. El uso de animales modificados genéticamente, como los ratones 

deficientes en MMP9, o bien la inhibición farmacológica de MMP9, han demostrado que se 

produce una protección robusta de la BHE impidiendo el aumento de su permeabilidad. Así 

mismo los animales deficientes en MMP9 presentan menor volumen de infarto y edema, 

menor incidencia de TH y menor déficit funcional (Asahi, Asahi, Jung, et al., 2000; Lapchak et 

al., 2000; Asahi et al., 2001; Fernandez-Patron et al., 2001; Bauer et al., 2010). También se ha 

demostrado que en roedores la expresión de MMP2 no está asociada a la isquemia y que su 

inhibición no confiere ninguna protección a la ruptura de la BHE (Asahi, Asahi, Jung, et al., 

2000; Asahi et al., 2001; Gidday et al., 2005b). Además se ha estudiado la MMP3, ya que esta 

es un activador de la MMP9 (Ogata, Enghild and Nagase, 1992; Solé et al., 2004). Se ha 

demostrado que los animales deficientes en MMP3 presentan niveles reducidos de MMP9 

activa, menor número de neutrófilos infiltrantes y menor ruptura de la BHE en comparación 

con los ratones nativos (Gurney, Estrada and Rosenberg, 2006).  
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En humanos se ha determinado que la expresión de MMP9 incrementa rápidamente tras 

el ictus (Anthony et al., 1997; Clark et al., 1997; Rosell et al., 2006; Amaro et al., 2009). Algunos 

estudios han investigado la expresión de MMP9 en sangre periférica en humanos y han 

concluido que su aumento se relaciona principalmente con la TH del infarto y con el ictus 

hemorrágico (Abilleira et al., 2003; Montaner et al., 2003; Rosell et al., 2006). Así mismo, se ha 

observado que los niveles plasmáticos altos de MMP9 se correlacionan con una lesión más 

grave y con una peor recuperación funcional (Montaner et al., 2003; Rodriguez-Yanez et al., 

2006; Amaro et al., 2009; Inzitari et al., 2013). En humanos hay una correlación entre los 

niveles iniciales de MMP9, el volumen del infarto y la transformación hemorrágica posterior. 

Se ha reportado que los pacientes con TH presentaban mayores niveles basales de MMP9 

comparados con los que no tenían hemorragia y se sugiere el uso de la MMP9 como predictor 

de esta consecuencia tras el ictus (Montaner et al., 2003; Castellanos et al., 2007; Florczak-

Rzepka et al., 2012). En humanos tras la trombólisis con rtPA se incrementa el riesgo de TH 

relacionado con los niveles de MMP9 (Inzitari et al., 2013; Turner and Sharp, 2016), ya que el 

tPA activa directamente esta proteasa, hecho que también se ha demostrado 

experimentalmente (Lapchak et al., 2000). Además, la presencia de neutrófilos que expresan 

MMP9 se asocia a la degradación de la lámina basal y a la TH del infarto (Rosell et al., 2008), 

este efecto puede estar potenciado por el rtPA ya que se ha descrito que este causa un 

aumento de la degranulación de los neutrófilos y liberación de MMP9 (Cuadrado et al., 2008). 

 

3.4 Transformación hemorrágica del infarto 

La transformación hemorrágica (TH) es un fenómeno complejo y multifactorial en el cual 

el tejido cerebral isquémico se convierte a una lesión hemorrágica con fuga de los vasos 

sanguíneos y extravasación que empeora el daño isquémico. Se ha estimado que alrededor del 

40% de los ictus isquémicos sufren una transformación hemorrágica (Wang and Lo, 2003; 

Jickling et al., 2014) y que esta está asociada al incremento de la morbilidad y la mortalidad del 

ictus. El mecanismo fundamental que permite la salida de células sanguíneas es la ruptura de 

la vasculatura que conforma la BHE, y por lo tanto la TH está coligada a la reperfusión. La 

reperfusión por sí misma puede generar una TH pero cuando se administra tPA, el riesgo de TH 

aumenta, como se observa en la Fig. 21. Diversos estudios han determinado que la TH y la 

ruptura de la BHE son más comunes en los pacientes tratados con rtPA que en los pacientes no 

tratados (Khatri et al., 2012b; Fagan et al., 2013). 

 

 

 

 

 

Fig. 21. Ilustración de la evolución de la ruptura de la 
BHE tras el accidente cerebrovascular. El período de 
mayor perturbación de la barrera coincide con el 
máximo riesgo de transformación hemorrágica. El rtPA 
puede exacerbar la alteración de BHE. Tomado de 
Kassner & Merali 2015 
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La gravedad de la TH puede variar desde sangrados microscópicos hasta grandes 

hemorragias. En los estudios clínicos se suele clasificar en 2 grupos:  

 Infarto hemorrágico (HI). Este puede ser causado por una discreta pérdida de la 

integridad microvascular que permite la extravasación de eritrocitos al parénquima 

cerebral (Turner and Sharp, 2016). Se presenta como pequeñas petequias o petequias 

simples HI1; o también como petequias que confluyen en una hemorragia HI2.  

 Hemorragia parenquimal (HP), que involucra una ruptura importante de la vasculatura 

cerebral que permite que se desarrolle un hematoma. Este puede ser pequeño (<30% 

del infarto) con un efecto de masa medio que se clasificaría como HP1, o grande, 

clasificado como HP2 que es un hematoma en sí mismo (>30% del infarto) con un gran 

efecto de masa que se correlaciona con el empeoramiento clínico y mayor mortalidad 

(del Zoppo, 2010b; Khatri et al., 2012b; Turner and Sharp, 2016).  

La TH también se puede clasificar como sintomática o asintomática basándose en el 

deterioro del estatus neurológico. Generalmente las hemorragias grandes suelen ser 

sintomáticas, tener un peor pronóstico y un menor índice de recuperación funcional y 

cognitivo (Jickling et al., 2014) 

Desde el punto de vista clínico es difícil estudiar los efectos de la I/R en la TH sin los 

efectos de la administración de tPA. Para ello se han extrapolado los resultados de los modelos 

experimentales ya que los animales pueden ser reperfundidos mecánicamente. En ratas se ha 

observado que la duración de la isquemia es proporcional a la tasa de TH. Por ejemplo, un 

estudio en ratas SD mostró que en la reperfusión tras 5 horas de oclusión, el 81,8% de las ratas 

presentó TH (Lu et al., 2009). En otro estudio en ratas Wistar se observó que tras 5 horas de 

tMCAO el 100% de las ratas presentaba TH (Fagan et al., 2003). Resultados similares se han 

obtenido de diferentes estudios en ratas y ratones, con la conclusión de que la reperfusión 

tardía después de tiempos prolongados de isquemia aumenta el riesgo de TH, empeora la 

recuperación y aumenta la mortalidad tras la MCAO (Copin and Gasche, 2008; Lu et al., 2008; 

Garcia-Yebenes et al., 2011). Los estudios en roedores en el modelo de la MCAO con el método 

del filamento son consistentes con los estudios en ictus en humanos, donde se ha observado 

que los pacientes tratados con trombectomía mecánica también pueden presentar TH (Copin 

and Gasche, 2008; San Roman et al., 2012; Fagan et al., 2013; Renú et al., 2017).  

En pacientes, el retraso en la reperfusión del tejido conlleva un incremento en el riesgo de 

TH, tanto en los pacientes tratados con tPA como en los no tratados (Copin and Gasche, 2008). 

La recanalización tardía (>6 horas) es un predictor independiente de TH en el ictus humano, 

mientras que la reperfusión temprana se asocia a un menor riesgo de TH (Molina et al., 2001; 

Bang et al., 2011). Este es el factor más determinante por el cual la ventana terapéutica del 

rtPA es tan corta.  

 La TH es una de las complicaciones más preocupantes en pacientes tratados con tPA, la 

administración de este hace que el riesgo de TH se incremente de 6 a 10 veces (Lees et al., 

2010; Khatri et al., 2012b; Jickling et al., 2014). El tPA promueve la TH por numerosos 

mecanismos. El simple hecho de que promueva la reperfusión y la trombólisis degradando el 

coágulo ya son factores importantes para la presentación de la TH. Sin embargo el tPA tiene 

otros efectos en la cascada de la I/R independientes de sus propiedades trombolíticas (Wang 

et al., 2004). El tPA incrementa la MMP9, MMP2 y MMP3 mediante efectos sobre sus 

receptores específicos. Por ejemplo, el tPA puede promover la degranulación de los neutrófilos 

para aumentar la MMP9 (Gasche et al., 2006; Cuadrado et al., 2008), puede actuar sobre la 

proteína del receptor de la lipoproteína de células endoteliales (LRP) para aumentar la MMP3 
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y la MMP9, y a través de receptores de PDGFRα de astrocitos aumentar la MMP2 (Jickling et 

al., 2014). 

La degradación/ruptura de la BHE precede a la transformación hemorrágica del infarto en 

el ictus isquémico. Como ya hemos visto, la BHE se abre en varias fases tras el ictus y esta 

apertura bifásica está correlacionada con la TH. Jickling postula que hay diferentes 

mecanismos por los que se puede producir la TH, dependiendo de su tiempo de presentación y 

esto hace posible que se las pueda clasificar en TH temprana (entre las primeras 18 a 24 horas) 

y TH tardía (posterior a las 18 a 24 horas) (Jickling et al., 2014). En la Fig. 22 se esquematizan y 

se explican estos mecanismos.  

 

Fig. 22. La reperfusión temprana reduce el riesgo de transformación hemorrágica (TH). La reperfusión tardía 
aumenta la ruptura de la BHE y el riesgo de TH. Los ROS, la MMP9 derivada de leucocitos y la MMP2 derivada del 
cerebro, tienen un papel importante en la producción de ruptura temprana de la BHE y TH temprana. Por el 
contrario, las remodelaciones vasculares derivadas del cerebro, las MMP (MMP9, MMP2 y MMP3), otras proteasas 
cerebrales (plasmina, tPA endógena, uPA y catepsinas), los ROS y la neuroinflamación, contribuyen a la ruptura de la 
BHE y TH tardía. Un subconjunto de monocitos que entran en el cerebro puede prevenir la TH retardada. Tomado de 
(Jickling et al. 2014).  

Los ROS y las MMPs son las moléculas más implicadas en la ruptura de la BHE y la TH del 

infarto. En estudios animales en que se han inhibido los ROS se ha visto una reducción de la 

tasa de TH (Asahi, Asahi, Wang, et al., 2000; Lapchak et al., 2002). Sin embargo, en humanos la 

inhibición de los ROS no ha demostrado una menor prevalencia en la TH, ni tampoco mejoría 

en la recuperación funcional (Lees et al. 2006; Shuaib et al. 2007).  

Diversos procesos secundarios de daño parenquimal y muerte celular prosiguen a la TH 

del infarto. Los eritrocitos extravasados, las proteínas del plasma y los detritos celulares 

causan más daño al tejido isquémico ya deteriorado (Florczak-Rzepka et al., 2012). La sangre 

extravasada que infringe un efecto de masa, produce un daño mecánico causado por la 

presión hemodinámica del hematoma y del edema, que presiona persistentemente el tejido 

adyacente aumentando la presión intracraneal (Wang and Lo, 2003). Además, esta presión 

puede aumentar la zona isquémica al evitar la restauración del FSC en zonas adyacentes por la 

compresión y puede activar la excitotoxicidad y la apoptosis. La sangre tiene múltiples factores 

tóxicos que entran al parénquima cerebral tras la TH. Por ejemplo: el glutamato que está en la 

sangre en una concentración 10 veces mayor que en el compartimento extracelular cerebral 

amplifica el daño por excitotoxicidad (Matsumoto et al., 1996). La trombina es un factor 

proapoptótico, que tras la TH se libera localmente en el cerebro, al igual que el TNFα (Wang 

and Lo, 2003). Al mismo tiempo los eritrocitos, que son lisados alrededor de las 24 horas, 
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liberan hemoglobina y hierro que generan radicales libres produciendo daño celular por estrés 

oxidativo (Florczak-Rzepka et al., 2012), además son neurotóxicos ya que pueden inducir 

apoptosis (Wang and Lo, 2003). En general, el edema, la presión y la toxicidad causados por la 

ruptura de la BHE y la TH pueden causar la muerte neuronal masiva. 

Es importante recalcar que en la clínica los pacientes que sufren un ictus suelen tener 

enfermedades concomitantes que pueden afectar el estado fisiológico de los vasos sanguíneos 

y de la presión arterial, y que los modelos animales que usamos no reflejan todos los estadios 

de la patología observados en humanos. Por lo tanto, la investigación experimental de la TH 

requiere el uso de unas pautas o recomendaciones, como los modelos animales, el uso de 

controles, la categorización, el uso de diversas técnicas y los tiempos de evaluación de la TH, y 

también la mortalidad para poder trasladar los resultados experimentales a la clínica (Fagan et 

al., 2013). La prevención de la transformación hemorrágica tras la reperfusión con rtPA o sin 

él, es un objetivo importante en el tratamiento del ictus isquémico. Diversos trabajos centran 

sus estudios en este tema. Por ejemplo, un estudio en modelos murinos postula que cierta 

población de monocitos/macrófagos puede prevenir la TH (Gliem et al., 2012), como también 

la terapia con oxígeno puede disminuir la frecuencia de la TH en ratas (Sun et al., 2010), así 

mismo el uso de medicamentos como el Fingolimod en ratones (Campos et al., 2013) y en 

pacientes con ictus (Zhu et al., 2015a), que trataremos en el apartado 4.2, parecen prevenir la 

TH. 

 

4. NEUROPROTECCIÓN 
 

El único tratamiento del ictus es la reperfusión, ya sea por trombólisis farmacológica o por 

trombectomía mecánica. La principal meta de este tratamiento es salvar el tejido que continúa 

siendo viable en la penumbra isquémica, proporcionando flujo sanguíneo al tejido 

hipoperfundido, sin embargo, la reperfusión no siempre es eficaz y además puede ser dañina 

para el tejido.  

La definición de neuroprotección hace referencia al efecto de cualquier sustancia química 

o biológica que puede prevenir, mitigar o retrasar la muerte celular del tejido cerebral. Desde 

el punto de vista científico se refiere al hecho de minimizar los efectos nocivos de la isquemia a 

nivel de las neuronas, sin embargo para los pacientes y los médicos, la neuroprotección 

significa mantener el daño neuronal y glial bajo el umbral de la manifestación de los síntomas 

(Chamorro et al., 2016).  

En concreto, la finalidad de la neuroprotección en el ictus, es el balance de las respuestas 

del organismo ante un evento isquémico del tejido cerebral para proteger la UNV y rescatar el 

tejido salvable (Fig. 23). Los mecanismos fisiopatológicos que se activan tras la 

isquémia/reperfusión y sus interacciones son extremadamente complejos y pueden actuar 

como una espada de doble filo, ya que pueden tener efectos beneficiosos o dañinos. Ninguno 

de estos mecanismos es completamente malo o bueno, se debe determinar en qué contexto, 

momento y estímulo, una misma molécula, célula o vía de señalización, puede tomar parte en 

la destrucción o en la reparación del tejido (Endres et al., 2008).  
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Fig. 23. Ilustración de las cascadas de señalización celular y mecanismos de isquemia objetivos de algunos agentes 
neuroprotectores. En la excitotoxicidad (A), se han usado los bloqueadores de los canales de sodio y potasio. Para la 
producción de ROS (B), que puede conducir al daño del ADN y a la muerte celular, se ha probado la administración 
de antioxidantes. La administración de agentes neurotróficos y vasoactivos puede modificar la matriz extracelular 
(C) y han mostrado ser prometedores en el ictus experimental. Finalmente, para los leucocitos que agravan el daño 
isquémico (D), se han diseñado anticuerpos para dirigir los receptores de superficie celular y células endoteliales con 
el fin de prevenir la infiltración de estas células en el lecho isquémico y evitar el daño oxidativo. Modificado de 
(Grupke et al., 2015) 

Durante décadas de investigación experimental se han postulado diversos agentes 

neuroprotectores con resultados prometedores en el tratamiento del ictus, sin embargo en los 

ensayos clínicos, estos mismos agentes han fallado y no han mostrado los beneficios 

esperados. Los modelos animales no reflejan todas las características ni la complejidad del 

tiempo en el tratamiento de la patología humana, por esta razón es indispensable continuar 

investigando sobre la neuroprotección, con el fin de minimizar los daños desencadenados por 

la cascada de la I/R y también para incrementar la eficacia y aplicabilidad de la trombólisis o la 

trombectomía, ya que la reperfusión y la neuroprotección deben ir de la mano para 

revolucionar el tratamiento del ictus isquémico agudo. 

 

4.1 Antioxidantes 

Se ha propuesto que la clave para que los agentes neuroprotectores puedan ser efectivos 

clínicamente, reside en la capacidad del compuesto para inhibir múltiples vías de la cascada 

isquémica o de procesos fisiológicos, simultánea o secuencialmente (Lapchak, 2010), como los 

antioxidantes. Estos pueden tener diferentes formas de acción, pueden ser inhibidores de la 

producción, neutralizadores o barredores de radicales libres, o incluso pueden ser 

potenciadores de su degradación.  

Los radicales libres son una diana terapéutica importante para la neuroprotección, ya que 

el estrés oxidativo es un componente muy significativo de la cascada isquémica (Lapchak, 

2010) y porque el cerebro es muy susceptible a este tipo de daño. El peroxinitrito es el radical 

libre en el que se han enfocado muchos estudios de neuroprotección, ya que este no ha 
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demostrado tener función fisiológica (Chamorro et al., 2016). Se ha demostrado que la 

prevención de los efectos del estrés oxidativo por medio de antioxidantes es una medida 

efectiva capaz de limitar la expansión de la lesión isquémica en modelos animales (Fabian, 

DeWitt and Kent, 1995; Romanos et al., 2007; Pérez-Asensio et al., 2010). A lo largo de las 

últimas tres décadas se han postulado muchos fármacos antioxidantes que funcionan en los 

modelos animales, sin embargo, casi todos han fracasado en el intento de trasladar sus 

resultados a la clínica.  

El NYX-059 es una nitrona captadora de ROS que demostró un efecto neuroprotector 

sustancial en los modelos animales de isquemia cerebral (Macleod et al., 2008). Se ha 

propuesto como un barredor de radicales libres, pero se desconoce su lugar de acción. No 

existe una clara evidencia de si tiene la capacidad de cruzar la BHE o si actúa sobre la 

vasculatura cerebral. El primer ensayo clínico del NYX-059 (SAINT I) demostró tener un 

beneficio pequeño pero significativo en el primer punto final (Lees et al. 2006), pero este 

beneficio no fue observado en el estudio subsecuente (SAINT II) más completo (Shuaib et al. 

2007). 

El Edaravone, es un barredor de radicales libres. Las investigaciones iniciales in vitro han 

demostrado la capacidad de inhibir la peroxidación lipídica y el daño endotelial (Watanabe et 

al., 1988). In vivo se ha observado que previene el daño a la BHE, así como el edema y la 

muerte neuronal, reduciendo las secuelas neurológicas (Nishi et al., 1989; Kawai et al., 1997). 

Estudios más recientes muestran que el Edaravone incrementa el FSC y reduce el edema (Jin et 

al., 2002; Nito et al., 2003), y en otros se ha observado que puede reducir el volumen del 

infarto (Watanabe et al., 1994; Wu et al., 2000). Además se demostró que puede ser usado 

con el rtPA, aumentando la ventana terapéutica de este y reduciendo el riesgo de TH (Lapchak, 

2010; Kikuchi et al., 2013). El Edaravone se aprobó para el uso clínico en Japón desde 2001 en 

pacientes con ictus isquémico. Se han realizado estudios clínicos para determinar la ventana 

terapéutica óptima (Unno, Katayama and Shimizu, 2010) y su seguridad y farmacocinética 

(Kaste et al., 2013). Sin embargo una revisión sistemática de 8 ensayos clínicos con Edaravone 

reportan que no hay una evidencia de la eficacia de este fármaco en pacientes con ictus 

isquémico agudo, aunque algunos pacientes pueden beneficiarse de los efectos de este 

antioxidante (Feng et al., 2011). 

Otras moléculas como el ebselen o la citicolina no han mostrado eficacia al ser trasladadas 

del laboratorio a la clínica. Inclusive se han estudiado moléculas como el mesilato de tirilazad 

que demostró no ser efectivo como neuroprotector y además reveló tener un efecto negativo 

en los pacientes con ictus isquémico agudo (TISC, 2000; Grupke et al., 2015). 

4.1.1 Ácido úrico  

El ácido úrico (AU) se considera tradicionalmente un producto final metabólicamente 

inerte del metabolismo de la purina en el ser humano. La enzima xantina oxidoreductasa 

cataliza la formación del AU a partir de la xantina y la hipoxantina. Este compuesto 

omnipresente, o más correctamente su monoanión urato, ha demostrado ser un antioxidante 

selectivo, especialmente capaz de reaccionar con radicales hidroxilo y ácido hipocloroso, 

convirtiéndose a sí mismo en productos inocuos (alantoína, alantoato, glioxilato, urea y 

oxalato) (Becker, 1993). El AU puede servir como marcador de estrés oxidativo y puede tener 

un rol terapéutico como antioxidante (Glantzounis et al., 2005). 

Actualmente se dispone de una amplia evidencia de la capacidad protectora del AU sobre 

el tejido isquémico. El AU representa hasta dos tercios de la capacidad antioxidante total del 
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plasma (Chamorro et al., 2016). Actúa como potente inhibidor de la peroxidación lipídica y es 

un eficaz neutralizador de ROS y RNS (Becker, 1993), además es un quelante de metales de 

transición e inhibe la reacción de Fenton, previene la degradación de la SOD y neutraliza los 

radicales generados por la descomposición del peroxinitrito (Squadrito et al., 2000; Llull et al., 

2015). In vitro, el AU ha demostrado que puede prevenir la muerte celular inducida por el 

glutamato (Yu et al., 1998). 

La administración de AU exógeno ha mostrado efectos neuroprotectores en modelos 

animales de isquemia permanente y transitoria, reduciendo el volumen de infarto y mejorando 

el resultado funcional (Yu et al. 1998; Squadrito et al. 2000; Onetti et al. 2015), tanto de forma 

aislada como en combinación con el rtPA, sugiriendo efectos sinérgicos con el tratamiento 

trombolítico (Romanos et al., 2007). Aunque el AU no cruza la BHE, se ha demostrado que la 

administración de AU disminuye el volumen de infarto en ratas que presentan hiperemia 

postisquémica y mejora la recuperación funcional de estas (Onetti et al., 2015). Este estudio 

propone que el ácido úrico puede atenuar el daño vascular posreperfusión ya que aumenta la 

luz vascular, disminuye la nitrosilación de proteínas de la vasculatura y el parénquima cerebral, 

también disminuye los niveles de IL18 circulantes y reduce la infiltración de macrófagos. Es 

decir que el AU puede bloquear la producción de radicales libres desde la pared del vaso y 

realizar funciones neuroprotectoras sin necesidad de ingresar al parénquima cerebral, lo que 

lo convierte en una interesante posibilidad terapéutica que necesita mayor investigación para 

determinar las vías de acción de este prometedor agente.  

Diversos estudios clínicos iniciales han demostrado que la administración del AU puede 

tener un efecto neuroprotector. En un estudio piloto se demostró que el AU puede ser seguro 

en combinación con el tratamiento trombolítico, además disminuye la peroxidación lipídica y 

previene una caída temprana de AU endógeno en suero en pacientes tratados con rtPA en las 

3 primeras horas del ictus (Amaro et al., 2007). Otro estudio demostró que la cantidad de 

MMP9 activa en plasma de pacientes isquémicos disminuía tras el tratamiento con AU (Amaro 

et al., 2009). Un estudio más reciente demostró que un alto nivel de ácido úrico endógeno en 

el inicio de la patología es un biomarcador de mejor pronóstico en pacientes con ictus 

isquémico, y que este tiene un efecto protector sobre el resultado neurológico después del 

accidente cerebrovascular isquémico agudo (Z. Wang et al., 2016).  

La evidencia preclínica y los datos clínicos disponibles impulsaron el desarrollo del ensayo 

clínico URICO-ICTUS. Este ensayo en la fase 2b/3 ha confirmado que el tratamiento en 

combinación del AU con el rtPA es seguro dentro de las primeras 4,5 horas del inicio de los 

síntomas, en pacientes con ictus isquémico (Chamorro et al., 2014). Aunque en este estudio no 

se ha podido demostrar la eficacia de la administración de AU en el primer punto de 

evaluación (mRs a 90 días tras el episodio isquémico), si se observó que el AU redujo la 

incidencia del deterioro clínico temprano y que mayor cantidad de pacientes tratados 

obtuvieron una independencia completa y un pronóstico excelente en comparación con los 

pacientes del grupo placebo, a los 90 días (Chamorro et al., 2016). En evaluaciones posteriores 

con subgrupos predefinidos de pacientes del ensayo URICO-ICTUS, se demostró que la 

administración de AU reducía el volumen de infarto y mejoraba el resultado funcional en 

pacientes que presentaban hiperglucemia, en aquellos que tenían una recanalización 

temprana y en mujeres (Amaro et al., 2015; Llull et al., 2015). Actualmente se están realizando 

ECAs de tratamiento con AU en seres humanos, pero se requiere más investigación en 

modelos preclínicos que incluyan el uso de machos y hembras, como el uso de animales que 

presenten comorbilidades, para explorar las vías de acción y la eficacia del tratamiento, y 

posiblemente su extrapolación a la clínica.  
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4.2 Inmunomoduladores 

La respuesta inflamatoria inmunomediada que sucede tras el evento isquémico es 

actualmente un potencial objetivo terapéutico para la neuroprotección. Los mediadores 

inflamatorios y las células inmunes que migran al cerebro tras el ictus causan la ruptura de la 

BHE e incrementan el daño por reperfusión. La inmunomodulación es un objetivo muy 

deseado pero difícil de alcanzar, ya que los leucocitos cumplen diversas funciones, tanto 

beneficiosas como dañinas, en los diferentes estadios del ictus. El objetivo de la 

inmunomodulación trasladado a los ensayos clínicos está enfocado a la fase temprana de la 

inflamación, aún así, en los pacientes con ictus isquémico la modulación del sistema 

inmunitario puede exacerbar la inmunodepresión postisquémica y aumentar la posibilidad de 

complicaciones infecciosas (Veltkamp and Gill, 2016).  

Con base en los diferentes estudios experimentales con inmunomoduladores se han 

desarrollado algunos ensayos clínicos que tienen como objetivo diferentes componentes del 

sistema inmune. Uno de ellos es la inhibición de la IL1β por medio de su receptor IL1Ra. La 

administración del antagonista IL1Ra se asocia a una reducción del volumen de infarto de un 

38,2% en modelos animales estudiados en un metaanálisis de 16 publicaciones preclínicas 

(Banwell, Sena and Macleod, 2009). Un ensayo clínico se realizó inyectando vía intravenosa el 

antagonista recombinante humano (rh) IL1Ra tras el ictus, demostrando un posible efecto 

protector y una mejoría clínica 90 días después del episodio isquémico (Emsley et al., 2005). 

Sin embargo la administración intravenosa se ha descontinuado y recientemente se ha 

desarrollado un ensayo clínico fase II con la administración subcutánea de este mismo agonista 

(Smith et al., 2015; Veltkamp and Gill, 2016), que lamentablemente no ha dado resultados 

positivos (Smith et al., 2018). 

Otro objetivo potencial que ha sido extensamente estudiado es la inhibición de las 

moléculas de adhesión celular. Por ejemplo el Hu23F2G, es un anticuerpo monoclonal 

humanizado contra la integrina β2 (CD18) del neutrófilo, que ha demostrado no tener ningún 

efecto en los ensayos clínicos (Del Zoppo, 2010; Smith et al., 2015). Otro ejemplo es el 

Enlimomab, un anticuerpo murino monoclonal contra la ICAM1 que demostró protección y 

mejoría neurológica en ratas (Zhang et al., 1994), pero en los ensayos clínicos se observó que 

los pacientes evaluados a los 90 días tras el ictus tenían una peor recuperación neurológica e 

inclusive un mayor número de pacientes tratados morían (Enlimomab Acute Stroke Trial 

Investigators, 2001b), además también tenían reacciones adversas, que posteriormente se 

asociaron al rechazo del anticuerpo murino por el sistema inmune de los pacientes (Furuya et 

al., 2001). Así mismo, se ha estudiado el Natalizumab, este es un anticuerpo que bloquea la 

integrina α4β1 de los leucocitos, que se ha discutido en el capítulo anterior. En el ensayo 

preclínico multicéntrico, aleatorizado y ciego a nivel europeo, el Natalizumab ha demostrado 

reducir el volumen de infarto en modelos animales con infartos pequeños (Llovera, Hofmann, 

Roth, Salas-Perdomo, Ferrer-Ferrer, Perego, E. R. Zanier, et al., 2015) (Anexo A). Un estudio 

clínico fase IIa demostró que el Natalizumab no tenía efecto sobre el crecimiento del infarto en 

los primeros 5 días tras el ictus, pero sí se observó una excelente mejoría funcional a los 30 y 

90 días en los pacientes tratados, sobre todo en aquellos con infartos pequeños o en los que 

tenían una mayor exposición al tratamiento (Elkins et al., 2017b). A mediados de 2016 se inició 

el estudio fase IIb con el Natalizumab (Biogen 2016), recientemente la empresa emitió un 

comunicado explicando que el ensayo había resultado ser negativo (Pharmaphorum 2018). 
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4.2.1 Fingolimod  

El Fingolimod (FTY720) es una molécula con propiedades inmunoterapéuticas que tiene 

como objetivo los receptores de la esfingosina-1-fosfato (S1P). La S1P es un mensajero 

primario intercelular, que al interactuar con sus 5 receptores (S1P1-5) tiene una gran variedad 

de funciones fisiológicas. La S1P regula la respuesta y la función de varios sistemas celulares y 

órganos, como la diferenciación, migración y proliferación celular, también regula la respuesta 

inmune, el tráfico de linfocitos B y T, y la estabilidad vascular (Gardell, Dubin and Chun, 2006; 

Huwiler and Pfeilschifter, 2008). Los receptores S1P exhiben patrones de expresión 

superpuestos o distintos en varias células y tejidos, y como resultado, las diversas funciones 

celulares de S1P se han asignado a subtipos de receptores S1P (Park and Im, 2017). El 

mecanismo responsable de la actividad inmunosupresora del Fingolimod se debe a la 

regulación del tráfico de linfocitos T a través de su receptor S1P. 

 

 

Fig. 24. Mecanismo de acción del Fingolimod. El Fingolimod se transforma en Fingolimod-fosfato por la esfingosina 

quinasa (SK). El Fingolimod-fosfato puede activar S1P1, S1P3, S1P4 y S1P5. La activación de S1P1 en linfocitos 

conduce a su internalización. Esta internalización expone S1P1 a la degradación proteosomal, que impide el 

reciclado de S1P1 y esto conduce a la pérdida de S1P de la membrana plasmática. Esta ausencia de S1P1 bloquea la 

egresión de linfocitos de órganos linfoides secundarios y reduce los recuentos de células T y B en la sangre. Se 

presume que la linfopenia es el principal mecanismo por el cual el Fingolimod causa supresión inmune. Esquema 

modificado de Park & Im 2017 

El Fingolimod es un producto que se fabrica a partir de la miriocina, un elemento natural 

inmunosupresivo. El Fingolimod es una prodroga, ya que tras su administración es fosforilada 

por la esfingosina quinasa (SK1 y SK2) y una vez fosforilado actúa sobre 4 de los 5 receptores 

de S1P (S1P1, S1P3, S1P4 y S1P5). Además el Fingolimod actúa sobre la S1P1 de forma agonista 

y antagonista (Park and Im, 2017), como se observa detalladamente en la Fig. 24. El Fingolimod 

a través del receptor S1P1 altera el tráfico de las células T CD4+ nativas y activadas por 

antígeno, controla la salida de los linfocitos desde los tejidos linfoides secundarios y la función 

de la barrera endotelial (Chiba, 2005; Brinkmann, 2007). El Fingolimod actúa sobre S1P1 
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produciendo la internalización de este receptor en el linfocito causando con la ausencia de 

este receptor en la superficie de la célula un bloqueo de la circulación desde los órganos 

linfoides.  

El Fingolimod fue aprobado en el 2010 para el tratamiento de la esclerosis múltiple 

recurrente y ha demostrado que reduce la tasa de pérdida de volumen del cerebro en 

pacientes con esta enfermedad (De Stefano, Silva and Barnett, 2017). El Fingolimod al ser 

lipofílico puede cruzar la BHE y alcanzar altas concentraciones en el SNC, donde los receptores 

de S1P son abundantes. Pueden ser expresados por la microglía (S1P1, S1P2, S1P3 y S1P5), los 

astrocitos (S1P1, S1P2 y S1P3), los oligodendrocitos (S1P1, S1P3 y S1P5), las neuronas (S1P1 y 

S1P3), las células progenitoras neuronales (Groves, Kihara and Chun, 2013) y las células 

endoteliales de la BHE (Hunter, Bowen and Reder, 2016). Diversos estudios preclínicos 

demuestran claramente los efectos del Fingolimod en las células del cerebro y al parecer el 

Fingolimod en el SNC tiene efectos independientes al secuestro de linfocitos (Fig. 25). Se le 

otorgan propiedades como una molécula neuroprotectora y remielinizante (Ayzenberg, 

Hoepner and Kleiter, 2016). El Fingolimod puede inducir la proliferación de las células 

progenitoras neuronales (Harada et al., 2004), incrementar la expresión del factor neurotrófico 

derivado del cerebro (Deogracias et al., 2012; Doi et al., 2013), y prevenir la apoptosis inducida 

por la deprivación de glucosa (Coelho et al., 2007; Miron et al., 2008). Además datos 

experimentales indican que el Fingolimod puede reducir la actividad inflamatoria de la 

microglía (Noda et al., 2013; Kolahdooz et al., 2015) y la producción de NO del astrocito, 

sugiriendo que el farmaco actuando por su vía inmunomodulatoria y por vías independientes 

de la inmune, podría reducir la neurodegeneración mediada por los astrocitos (Colombo et al., 

2014). Sumado a esto, al Fingolimod se le atribuyen efectos protectores sobre la vasculatura 

cerebral (Hunter, Bowen and Reder, 2016) y se ha demostrado que actúa sobre las células 

endoteliales disminuyendo la permeabilidad de la BHE y promoviendo el ensamblaje de las 

uniones adherentes a través de receptores S1P1 (Brinkmann, 2007). 

 

 

Fig. 25. Resumen de los efectos del tratamiento con Fingolimod en diferentes células del sistema nervioso central. 

OPC: Célula precursora de oligodendrocitos. Tomado de Groves et al. 2013 

Por estas razones, el Fingolimod ha sido probado en diversas patologías en las que los 

mecanismos autoinmunes desempeñan un papel sustancial o en las que las potenciales 

propiedades neuroprotectoras podrían ser favorables. El Fingolimod también ha sido probado 
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para tratar el daño por I/R de diversos órganos. Por ejemplo, un estudio en animales con 

isquemia renal demostró que el Fingolimod inhibe significativamente la infiltración leucocitaria 

y la permeabilidad vascular (Awad et al., 2006). Otros estudios han demostrado que el 

Fingolimod atenúa la presión arterial y mejora la función orgánica tras la I/R de corazón y 

pulmón (Hofmann et al., 2009; Stone et al., 2015). En modelos animales de isquemia cerebral 

el Fingolimod ha sido muy estudiado. Un metaanálisis del año 2013 de los artículos de 

investigación preclínica, demuestra que el Fingolimod es efectivo reduciendo el volumen de 

infarto y mejorando el resultado funcional de los animales con ictus isquémico agudo en 

modelos de MCAO transitoria, pero no tiene efecto en los animales con isquemia permanente 

(Liu et al., 2013). En nuestro laboratorio también hemos observado que el Fingolimod y en 

particular los agonistas selectivos de S1P1, pueden reducir el volumen de infarto en ratones en 

el modelo de oclusión transitoria (Brait et al., 2016). Así mismo, también se ha demostrado 

que el Fingolimod reduce la TH del infarto asociado a la administración de tPA, y que la 

asociación entre el trombolítico y el Fingolimod es segura (Campos et al., 2013). Además, un 

estudio demuestra que el efecto protector del Fingolimod tras el ictus se debe al posible 

mantenimiento de la permeabilidad microvascular y no solo a efectos sobre el tejido cerebral. 

Por otra parte, se ha observado que el Fingolimod tiene resultados protectores en modelos de 

hemorragia intracerebral en ratones (Rolland et al., 2013; Lu et al., 2014) y un estudio clínico 

piloto de ictus hemorrágico mostró que el Fingolimod protegía la permeabilidad vascular (Li et 

al., 2015). 

Otros estudios clínicos piloto se han desarrollado en pacientes con ictus isquémico agudo. 

En el primero, los pacientes habían excedido la ventana terapéutica del trombolítico y se les 

administró Fingolimod por vía oral, lo que permitió observar que este era seguro, disminuía el 

daño secundario al tejido y la permeabilidad microvascular, los déficits neurológicos se 

atenuaban y promovía la recuperación funcional (Fu et al., 2014). En otro estudio se observó 

que la terapia de Fingolimod y rtPA fue bien tolerada, que había menor daño por reperfusión, 

ya que los pacientes tratados presentaban menor volumen de infarto, menor tasa de TH y 

menor puntuación de déficit neurológico, además había una mayor recuperación funcional al 

día 90 tras el episodio isquémico agudo en los pacientes que recibieron el Fingolimod (Zhu et 

al., 2015b). Actualmente se está realizando un estudio clínico fase II con Fingolimod en 

pacientes con ictus agudo (Park and Im, 2017). 

En conjunto, los datos clínicos y de laboratorio actuales sugieren un papel beneficioso del 

Fingolimod en la prevención de la progresión de la lesión isquémica. El Fingolimod promueve 

la rehabilitación a corto y largo plazo, tanto en el tratamiento con o sin tPA, como en la 

hemorragia intracraneal. Aunque el mecanismo exacto todavía no está dilucidado, es posible 

deducir, que estos resultados al menos en parte se deben al secuestro periférico de linfocitos, 

no obstante hay evidencia de otras formas de inmunomodulación, ya sea a través de la 

disminución de los astrocitos reactivos, la vasoprotección (tanto inmunológica como directa) o 

la neuroprotección directa a través de los receptores S1P superficiales e intracelulares (Li, Xu 

and Testai, 2016), de los diversos tipos celulares de la UNV. 
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En los últimos años se han producido avances importantes en el tratamiento del ictus 

isquémico agudo mediante las terapias de reperfusión que incluyen el tratamiento 

trombolítico con tPA y la trombectomía mecánica. Los tratamientos endovasculares están 

experimentando un auge creciente tras la reciente demostración de su eficacia. Sin embargo, 

los tratamientos de reperfusión no están exentos de complicaciones y efectos negativos que se 

conocen como daño por reperfusión. La lesión por reperfusión se conoce bien en el infarto de 

miocardio, pero su papel en el ictus es más controvertido debido a los enormes efectos 

beneficiosos de la reperfusión en el cerebro. Aún así, está claro que los tratamientos de 

reperfusión no funcionan tan bien como sería deseable porque no siempre se consigue un 

nivel óptimo de reperfusión y porque en determinados casos se producen complicaciones que 

pueden ser graves, como la TH sintomática. Por tanto, una meta importante en el tratamiento 

del ictus isquémico agudo es mejorar la reperfusión. En esta tesis hemos abordado diferentes 

aspectos del daño por reperfusión y su posible tratamiento en modelos experimentales a 

través de los siguientes objetivos: 

 

1) Identificar la contribución del estrés oxidativo en la lesión por isquemia/reperfusión 

cerebral, utilizando un modelo de ratón hiperglicémico, y evaluar el potencial efecto 

protector del ácido úrico que es un potente antioxidante natural. 

 

2) Estudiar los mecanismos implicados en la TH del ictus isquémico en un modelo 

experimental de isquemia/reperfusión en ratón, centrándonos en el papel de los 

linfocitos circulantes.  

 

3) Dilucidar si el efecto protector del fármaco inmunomodulador Fingolimod frente a la TH 

del ictus isquémico está mediado por su acción sobre los linfocitos y evaluar si el 

Fingolimod puede prevenir la TH en condiciones de trombocitopenia. 
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ARTÍCULO Nº1 
 

Uric Acid Is Protective After Cerebral Ischemia/Reperfusion in Hyperglycemic Mice 

Carles Justicia, Angélica Salas-Perdomo, Isabel Pérez-de-Puig, Lisette H. Deddens, Geralda A.F. 

van Tilborg, Clara Castellví, Rick M. Dijkhuizen, Ángel Chamorro y Anna M. Planas 

Transl Stroke Res. 2017 Jun;8(3):294-305. doi: 10.1007/s12975-016-0515-1. Epub 2016 Dec 15. 

 

En este trabajo se han estudiado los efectos de la hiperglucemia en ratones tras la inducción 

del ictus por medio de la oclusión transitoria de la arteria cerebral media y además se valoran 

los posibles efectos antioxidantes del ácido úrico mediante la evaluación del volumen del 

infarto, la expresión de la molécula de adhesión intercelular y la infiltración de neutrófilos al 

parénquima cerebral. 

Resumen: 

Es común que tras el ictus se observe un aumento de glucosa en sangre. La hiperglucemia se 

asocia con malos resultados clínicos a largo plazo en numerosos estudios. Esta induce acidosis 

intracelular, peroxidación de lípidos y producción de peroxinitrito, resultando en la generación 

de estrés oxidativo y nitrosativo en el tejido isquémico.  

En este estudio, se evalúan los efectos de la hiperglucemia aguda in vivo por medio de la 

expresión de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), el reclutamiento de neutrófilos y 

el daño cerebral ocasionado después de la isquemia/reperfusión en ratones. Además se 

prueba si el ácido úrico, un antioxidante natural, puede tener efectos protectores sobre el 

tejido isquémico. 

La hiperglucemia se indujo por medio de la administración intraperitoneal de dextrosa 45 

minutos antes de la oclusión transitoria de la arteria cerebral media. Tras 1 hora de oclusión se 

permitió la reperfusión del flujo sanguíneo cerebral. Para evaluar el volumen de la lesión, se 

realizó resonancia magnética (MRI) a las 24 horas tras la oclusión. Un grupo de ratones 

normoglucémicos e hiperglucémicos recibió por vía intravenosa una inyección con partículas 

micrométricas de óxido de hierro (MPIOs), conjugadas con anticuerpo anti-ICAM-1 o 

anticuerpo control IgG. Posteriormente se realizó una MRI T2*w. Un grupo de ratones 

hiperglucémicos recibió una infusión intravenosa de ácido úrico (16 mg/kg) o el vehículo, 45 

minutos después de la reperfusión. La infiltración de neutrófilos se evaluó mediante 

inmunofluorescencia y citometría de flujo.  

Los animales hiperglucémicos que recibieron MPIOs contra la ICAM-1 mostraban en la MRI 

zonas de contraste significativamente mayores en el hemisferio isquémico, además los ratones 

hiperglucémicos también mostraron más neutrófilos infiltrantes y lesiones más grandes que 

los ratones normoglucémicos. El ácido úrico redujo el volumen del infarto en los ratones 

hiperglucémicos, pero no impidió la expresión de la ICAM-1 vascular y tampoco redujo 

significativamente el número de neutrófilos infiltrantes en el tejido cerebral isquémico.  

En conclusión, la hiperglucemia acrecienta la expresión de la ICAM-1 vascular inducida por la 

isquemia, aumenta la infiltración de neutrófilos y exacerba la lesión cerebral. El ácido úrico 

reduce el tamaño de la lesión después de la isquemia/reperfusión en ratones con 

hiperglucemia. 
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ARTÍCULO Nº2 
 

T Cells Prevent Hemorrhagic Transformatiom in Ischemic Stroke by P-Selectin Binding 

Angélica Salas-Perdomo, Francesc Miró-Mur, Xabier Urra, Carles Justicia, Mattia Gallizioli, 

Yashu Zhao, Vanessa H. Brait, Carlos Laredo, Raúl Tudela, Andrés Hidalgo, Ángel Chamorro Y 

Anna Planas. 

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2018 Jun 14. pii: ATVBAHA.118.311284. doi: 10.1161/ATVBAHA. 

118.311284. 

 

En este trabajo se ha estudiado el rol de los linfocitos T en la transformación hemorrágica en el 

ictus isquémico tras la oclusión transitoria de la arteria cerebral media en ratones. Así mismo 

se ha investigado la interacción de las células T con las plaquetas, por medio de la vía P-

selectina- PSGL1, usando ratones modificados genéticamente.  

Resumen: 

Antecedentes: la transformación hemorrágica es una complicación frecuente después de las 

terapias de recanalización del ictus isquémico y suele estar asociada a una peor recuperación 

funcional y al aumento de la mortalidad. Este artículo tiene como objetivo identificar algunos 

mecanismos involucrados en la transformación hemorrágica (TH) ocasionada por el accidente 

cerebrovascular isquémico por medio del estudio de la linfopenia y de la interación plaqueta-

linfocito en ratones. 

Enfoque y resultados: se utilizaron ratones nativos, ratones modificados Selplg-/- y Fut7-/- que 

presentan una unión a P-selectina defectuosa y ratones Rag2-/- deficientes en linfocitos. Se 

indujo la isquemia cerebral por 30 o 45 minutos a través de la oclusión intraluminal de la 

arteria cerebral media. Se evaluó la TH a las 48 horas tras reperfusión por medio de un sistema 

macroscópico de calificación por puntuación, por histología, por contenido de hemoglobina en 

el cerebro o por resonancia magnética. También se depleccionaron las plaquetas y se hizo 

transferencia adoptiva de células T de los diferentes genotipos a los ratones deficientes en 

linfocitos. Se estudiaron las interacciones de los linfocitos T con las plaquetas por citometría de 

flujo y tecnología de imagen de flujo “imageStream”.  

Se demostró que la deplección de las plaquetas aumenta el riesgo de sangrado solamente en 

los infartos más graves y que la linfopenia predispone a la TH tras un ictus grave, además 

también se observó que la tranferencia adoptiva de linfocitos T puede prevenir la TH en los 

animales linfopénicos. Las células T memoria CD4+ fueron el grupo de linfocitos que se unieron 

a las P-selectina y a las plaquetas a través del ligando P-selectina glicoproteína 1 (PSGL1). Los 

ratones con defectos en la unión de P-selectina tuvieron una mayor puntuación hemorrágica 

en comparación con los ratones nativos. La transferencia adoptiva de linfocitos defectuosos en 

la unión de P-selectina no previno la TH en los animales linfopénicos.  

Conclusiones: este estudio identifica la linfopenia como un factor de riesgo, previamente no 

reconocido, de TH secundaria en ratones tras un ictus isquémico grave. Las células T previenen 

la TH gracias a su capacidad de unirse a las plaquetas a través de la P-selectina. Estos 

resultados destacan el rol de los linfocitos T como células puente entre la inmunidad y la 

hemostasia en el ictus isquémico.  
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ARTÍCULO Nº3 
 

Lymphocyte–independent effects of Fingolimod attenuate hemorrhagic transformation in 

experimental ischemic stroke 

Angélica Salas-Perdomo, Francesc Miró-Mur, Vanessa H. Brait, Carles Justicia, Anja Meissner, 

Xabier Urra, Angel Chamorro, Anna M. Planas. 

En revisión. 

Este artículo se centra en el estudio de la neuroprotección por medio del fármaco 

inmunomodulador Fingolimod. Durante años la inmunomodulación ha sido estudiada con el 

fin de disminuir la respuesta inflamatoria desencadenada por el ictus isquémico, pero 

generalmente está enfocada a la fase temprana de la patología. El objetivo de este trabajo es 

buscar los mecanismos implicados en el efecto protector del Fingolimod frente a la 

transformación hemorrágica después de la isquemia/reperfusión cerebral en ratón. 

Resumen: la transformación hemorrágica (TH) es una complicación del ictus isquémico grave 

que generalmente se desencadena después de la terapia de revascularización. Además, los 

pacientes con recuentos bajos de plaquetas no pueden beneficiarse de estas terapias debido al 

alto riesgo de TH.  

Estudios experimentales han demostrado que el Fingolimod reduce el volumen de infarto 

cerebral tras la isquemia/reperfusión y también la TH secundaria. El Fingolimod también ha 

dado resultados prometedores en estudios con grupos pequeños de pacientes y actualmente 

se está llevando a cabo un ensayo clínico en pacientes con ictus isquémico, tratados con 

terapias de reperfusión. El Fingolimod actúa sobre varios receptores de esfingosina-1-fosfato 

(S1P) y previene el tráfico de linfocitos desde los ganglios linfáticos hacia el tejido inflamado. 

Además, los receptores S1P también se expresan en las células vasculares y cerebrales, sin 

embargo, los mecanismos subyacentes al efecto del Fingolimod atenuando la transformación 

hemorrágica son desconocidos.  

En este trabajo se ha estudiado si el efecto protector del Fingolimod frente a la TH después de 

la isquemia/reperfusión depende de su conocida acción sobre los linfocitos y si el Fingolimod 

es eficaz en casos de trombocitopenia. Después de la oclusión de la arteria cerebral media 

durante 45 minutos, se investigó la expresión cerebral de los componentes de señalización de 

S1P, la concentración de S1P y células T infiltrantes. Para averiguar la implicación de los 

linfocitos en el efecto del Fingolimod, se han utilizado ratones Rag2-/- deficientes en linfocitos, 

y también se han depleccionado las plaquetas de los ratones.  

Los resultados demuestran un aumento de expresión de la quinasa SphK2 que genera S1P. 

Mediante espectrometría de masas se ha detectado un aumento de S1P en el cerebro 

isquémico y la consiguiente atracción de linfocitos S1P1+. En ratones Rag2-/-, la 

isquemia/reperfusión cerebral no reduce la incidencia de TH, pero sí el grado de sangrado, 

demostrando que el Fingolimod protege de la TH por mecanismos independientes de 

linfocitos. El Fingolimod previene la degradación de la proteína de adhesión celular, b-

catenina, inducida por la isquemia/reperfusión cerebral lo que sugiere que este fármaco puede 

ejercer efectos vasculoprotectores. Finalmente, se ha querido comprobar si el Fingolimod 

podría ser eficaz en condiciones de trombocitopenia. Sin embargo, no se han encontrado 

efectos protectores frente a la TH. Por lo tanto, se ha concluido que el Fingolimod atenúa la TH 

de forma independiente de linfocitos pero dependiente de plaquetas. 
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Abstract 

 
Hemorrhagic transformation (HT) is a complication of severe ischemic stroke after 

revascularization treatments. Patients with low platelet counts are not eligible for 

reperfusion therapies due to a high risk of HT. The immunomodulatory drug Fingolimod 

attenuates HT in brain ischemia/reperfusion but the underlying mechanism is unknown. 

Fingolimod acts on several sphingosine-1-phosphate (S1P) receptors, prevents 

lymphocyte trafficking to inflamed tissues, and also affects brain and vascular cells 

directly. We studied in mice whether the protective effect of Fingolimod against HT is 

mediated by lymphocytes, and whether Fingolimod is effective in thrombocytopenia. 

Following 45-min middle cerebral artery occlusion, we studied brain expression of S1P 

signaling components, S1P concentration, and infiltrating T cells. To identify 

lymphocyte-independent actions, we used lymphocyte- deficient Rag2
-/- 

mice, and 

induced thrombocytopenia with an anti-platelet serum. Ischemia rapidly upregulated S1P-

generating kinase SphK1 mRNA, and increased brain S1P concentration and S1P receptor-

1
+ 

T cells. Fingolimod did not reduce the incidence but attenuated the degree of HT in 

Rag2
-/- 

mice, and reduced ischemia-induced degradation of adherens junction protein β-

catenin. Low platelet counts strongly enhanced HT after ischemia/reperfusion but 

Fingolimod was ineffective in thrombocytopenia. These results show lymphocyte-

independent vasculoprotective effects of Fingolimod attenuating the severity of HT after 

ischemia/reperfusion under normal platelet counts. 

 

 

 
Running Head: Fingolimod and hemorrhagic transformation in ischemic stroke 

 

 

 

Keywords: Cerebral ischemia/reperfusion; hemorrhagic transformation; middle cerebral 

artery occlusion; sphingosine-1-phosphate; mouse. 
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Introduction 

 
Hemorrhagic transformation (HT) is a complication of severe ischemic stroke that mainly 

occurs after reperfusion therapies.
1 

Activation of metalloproteinases and severe 

endothelial damage following ischemia/reperfusion compromise the endothelial integrity 

facilitating the development of hemorrhage.
2-4 

Certain conditions, such as low platelet 

counts, increase the risk of bleeding and reperfusion therapies are not recommended in 

these ischemic stroke patients.
5 

Likewise, prior antiplatelet therapy is independently 

associated with HT after thrombolysis.
6 

Treatments able to increase the safety of 

reperfusion therapies might benefit patients that are currently excluded from these 

treatments due to a high risk of HT. Fingolimod attenuates HT after brain ischemia in 

mice that received tissue plasminogen activator (tPA),
7 

and preserves the blood-brain 

barrier in a model of experimental autoimmune encephalomyelitis.
8 

Fingolimod has 

protective effects in experimental ischemic stroke by reducing infarct volume and 

ameliorating neurological deficits.
9 

Two small clinical trials showed that Fingolimod 

reduced infarct growth and improved neurological deficits in patients with ischemic 

stroke.
10,11 

In combination with tPA, Fingolimod also reduced microvascular 

permeability and the risk of hemorrhagic complications in ischemic stroke patients. A 

clinical trial is ongoing to assess whether the combination of Fingolimod with 

reperfusion therapies is effective in attenuating reperfusion injury in patients with large 

vessel occlusion treated with 6 h of stroke onset.
12

 

Fingolimod is an immunomodulatory drug binding the sphingosine-1-phosphate (S1P) 

receptors 1, 3, 4 and 5.
13 

Through its action on S1P receptor 1 (S1P1), Fingolimod causes 

severe lymphopenia by blocking the egress of lymphocytes from secondary lymphoid 

organs and preventing them from reaching inflamed tissues.
14,15 

Due to the deleterious 

effects of T cells in the acute phase of ischemic stroke,
16,17 

blockade of T cell migration to 

the brain is recognized as an important mechanism underlying the protective effects of 

Fingolimod in mice after ischemia/reperfusion. This concept is supported by the failure of 

Fingolimod to reduce the infarct volume in lymphocyte-deficient mice .
18 

Furthermore, a 

selective S1P1 agonist reduced infarct volume after ischemia/reperfusion in mice only at 

doses able to induce sustained lymphopenia.
19 

However, Fingolimod crosses the blood-

brain barrier and, beyond the effects on immune cells, it exerts multiple actions in brain 

and vascular cells
20-22 

due to the wide expression of S1P receptors in different cell types, 

including endothelial cells.
23,24

 

This study aimed to elucidate mechanisms underlying the protective effect of Fingolimod 

on HT following cerebral ischemia/reperfusion in mice, and to examine whether 

Fingolimod could prevent HT under low platelet counts. 
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Results 

 
Ischemia upregulates the cerebral S1P pathway 

 
We studied the time course of mRNA expression of genes of the S1P pathway, including 

the S1P receptors (S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 and S1P5) and the kinases involved in S1P 

generation, Sphk1 and Sphk2 (Fig. 1). Ischemia induced significant increases in S1P 

receptor mRNA expression (Fig. 1a) that peaked araound 4 days post-ischemia. These 

delayed increases indicate the possible association of S1P receptors with the glial and 

endothelial reactions or infiltrating leukocytes. The S1P receptor mRNA showing the 

highest up- regulation was S1P3. The expression of Sphk2 mRNA showed a progressive 

weak increase that became statistically significant 7 days post-ischemia. In contrast, 

expression of Sphk1 mRNA showed a prominent increase after ischemia that was detected 

as early as 3h after reperfusion, peaking at 24h, and declining afterwards (Fig. 1a). We 

verified that the ischemia- induced increase in Sphk1 mRNA was independent of 

lymphocytes since it also occurred in lymphopenic Rag2
-/- 

mice 24h post-ischemia (Fig. 

1b). Likewise, the expression of Sphk2 was similar in Rag2
-/- 

mice and wild type mice at 

this time point (Fig. 1b). 

 
Given that the kinase SphK1 is a major contributor to S1P generation in several tissues, 

our results showing upregulation of SphK1 mRNA after ischemia suggested that this 

condition might increase the cerebral concentration of S1P. Mass spectrometry analysis 

in the brain tissue 24h post-ischemia showed elevated S1P levels in the ischemic 

hemisphere compared with the contralateral hemisphere (Fig. 2a). According to the 

function of S1P as T-cell chemoattractant, the raise of S1P was associated with higher 

counts of S1P1
+ 

T lymphocytes in the ipsilateral versus the contralateral hemisphere, as 

assessed by flow cytometry (Fig. 2b). 

 

 
 

Fingolimod attenuates hemorrhagic transformation independently of lymphocytes 

 

Fingolimod sequesters S1P1
+ 

T cells in the lymph nodes preventing them from reaching 

the inflamed tissues.
14,15 

This effect underlies the action of Fingolimod reducing infarct 

volume after ischemia/reperfusion.
18 

To investigate whether blockade of lymphocyte 

trafficking also mediates the described protective effect of Fingolimod against HT after 

ischemia/reperfusion,
7 

we administered Fingolimod or vehicle to lymphocyte-deficient 

Rag2
-/- 

mice at reperfusion following 45-min MCAo. Two out of 17 mice (12%) in the 

control group and 4 out of 20 mice (20%) in the Fingolimod group died before 48h. 

Group differences in mortality were not statistically significant (Chi-square p=0.563). 

We could not obtain the brain of the dead mice due to rigor mortis and therefore we 
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excluded these mice from the study. The degree of bleeding was assessed in fresh brain 

tissue sections by assigning a hemorrhagic score (HS) ranging from 0 (absence of blood) 

to 5 (large parenchymal hematoma) (Fig. 3a,b, Supplementary Fig. S1). The same 

number of mice per group showed either complete absence of blood in the brain tissue 

(HS=0, n=3 per group) or small petechiae (HS=1, n=3 per group) (Fig. 3c). The number 

of mice showing some degree of intraparenchymal bleeding (HS>1) was similar between 

groups (n=9 vehicle group and n=10 Fingolimod group). However, among the mice with 

hemorrhages (HS>1), large intraparenchymal hematomas (HS>3) were less frequent 

(Fig. 3c) and the mean hemorrhagic score was lower (Fig. 3d) in the Fingolimod group 

than the vehicle group. Fingolimod also reduced the content of hemoglobin in the 

ipsilateral hemisphere as measured in brain homogenates of the same mice by a 

colorimetric assay (Fig. 3e). 

We next studied the expression of proteins involved in blood-brain barrier 

function/integrity in Rag2
-/- 

mice subjected to ischemia and treated with either 

Fingolimod or vehicle, and non- ischemic Rag2
-/- 

mice that were used as controls. 

Neither ischemia nor Fingolimod changed the expression of the tight junction protein 

occludin (Fig. 3f). However, Fingolimod attenuated the ischemia-induced degradation of 

the endothelial adherens junction protein - catenin in the brain tissue of Rag2
-/- 

mice 

(Fig. 3g, h). 

Furthermore Fingolimod improved the neurological deficit induced by ischemia in Rag2
-/- 

mice (Fig. 3i). Altogether, the results show that, despite the fact that Fingolimod did not 

prevent the incidence of HT in lymphocyte-deficient mice, it reduced the degree of brain 

bleeding and neurological deficits. 

 

 

Fingolimod does not reduce brain bleeding after ischemia/reperfusion under low platelet 

counts 

To underscore the potential use of Fingolimod to attenuate hemorrhage in conditions at 

high risk of HT, we investigated whether the drug was able to protect thrombocytopenic 

mice from HT after ischemia/reperfusion. We used an anti-platelet serum that causes a 

strong reduction of platelet counts, i.e. platelet counts were undetectable during the first 

16h, and were reduced to 9.7±2.3% and 24.7±15.3% of basal values at 24h and 48h, 

respectively (n=2 per time point). We depleted platelets in ischemic wild type mice that 

had received either Fingolimod or the vehicle by administering the anti-platelet serum 10 

min after reperfusion. Two out of 10 mice of the Fingolimod group died during the 

preparation for sacrifice at 48h post- ischemia, which allowed brain extraction. Both mice 

showed large intraparenchymal hematomas (HS=5), and this information was included in 

the analysis. None of the 9 mice ofthe vehicle group died during the time of the study. 
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Compared to the vehicle, treatment with Fingolimod did not reduce the frequency or the 

degree of brain bleeding in platelet-depleted mice (Fig. 4 and Supplementary Fig. S2), 

indicating that the beneficial effects of Fingolimod reducing HT after brain 

ischemia/reperfusion were lost under low platelet counts. 

 

 

 

Discussion 

 
This study reports an upregulation of S1P signaling in the brain after 

ischemia/reperfusion and shows that the S1P receptor modulator Fingolimod reduces the 

extent of brain bleeding independent of lymphocyte-specific effects. Cerebral 

ischemia/reperfusion induced a strong, rapid, and transient mRNA expression increase of 

the gene encoding for the S1P generating kinase SphK1. The concentration of S1P also 

increased in the ischemic brain tissue 24h following ischemia/reperfusion, suggesting 

that it was dependent on this SphK1. The S1P gradient is an important signal for homing 

of lymphocytes to inflamed tissues,
14,15 

that might explain, at least in part, the higher 

numbers of S1P1
+ 

T cells we found in the brain tissue after ischemia/reperfusion. 

Fingolimod prevents lymphocyte egress from secondary lymphoid organs and access of 

lymphocytes to the inflamed tissues.
14,15 

This effect underlies the action of Fingolimod 

reducing ischemic brain damage,
18 

given the deleterious effect of lymphocytes in the 

acute phase of cerebral ischemia/reperfusion.
16,17 

However, Fingolimod crosses the 

blood-brain barrier and thus may exert direct effects on a variety of brain-resident cells 

that express S1P receptors.
20-25 

The mRNA expression of S1P receptors increased in the 

brain after ischemia/reperfusion generally starting from 16h post-ischemia and peaking at 

approximately day 4. This late peak suggests the possibility that ischemia-induced S1P 

receptor mRNA increases were related to the cerebral inflammatory response. Among the 

ischemia-induced enhanced expression of S1P receptor mRNAs, S1P3 mRNA showed 

the largest increases above control levels. Several lines of evidence suggest that S1P3 

mediates the inflammatory responses in astrocytes
25 

and endothelial cells.
26,27 

While 

S1P3 and S1P2 promote inflammation under several experimental conditions, activation 

of S1P1 is associated with reduction of inflammation.
26,27

 

Previous studies showed that Fingolimod reduces HT after ischemia/reperfusion.
7 

Our 

results show that this effect is mediated, at least in part, by mechanisms independent of 

lymphocytes since Fingolimod attenuated the extent of bleeding and improved the 

neurological score in lymphocyte-deficient mice. Accordingly, a selective S1P1 agonist 

reduced the neurological deficits and brain edema in an experimental model of 

intracerebral hemorrhage both in wild type and Rag2
-/- 

mice,
28 

thus showing that the 

effect was independent of lymphocytes. 

 

Selective S1P1 drugs may be more powerful against brain hemorrhage than Fingolimod since 
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one study found that Fingolimod was not protective after experimental intracerebral 

hemorrhage,
29 

despite the fact that protective effects were found in a another intracerebral 

hemorrhage study in mice
30 

and in a model of germinal matrix hemorrhage in rat pups.
31 

Activation of S1P1 receptor causes cytoskeletal rearrangements promoting barrier 

functions in the vascular endothelium,
23 

and S1P1-deficient mice die before birth due to 

hemorrhages.
32 

We found that ischemia induced degradation of the adherens junction 

protein β-catenin whereas the expression of the tight junction protein occludin was not 

affected during the time frame of this study. Disruption of the endothelial adherens 

junction complex increases paracellular microvascular hyperpermeability in peripheral 

vascular beds where reduction of β-catenin plays a major role.
33 

Furthermore, specific 

deletion of β-catenin in the endothelium decreases endothelial junctions, causes 

hemorrhages and is lethal at embryonic stages.
34 

Although tight junctions in the brain are 

critically involved in maintaining BBB function, β- catenin links endothelial adherens 

junctions with the cytoskeleton and is also essential for the maintenance of BBB integrity. 

Accordingly, defective β-catenin transcription activity was found to reduce the 

expression of the tight junction proteins claudin-1 and claudin-3, leading to brain 

hemorrhage.
35 

In our study, Fingolimod attenuated ischemia-induced β-catenin 

degradation suggesting that it contributed to the preservation of vascular integrity after 

severe ischemia/reperfusion. 

 

Recanalization therapies are not recommended in ischemic stroke patients with low 

platelet counts (<100,000 counts/μl) due to an increased risk of HT.
5 

Platelets were 

critical players against HT following ischemia/reperfusion as demonstrated by the large 

hematomas developed by thrombocytopenic mice. Despite promoting barrier function 

and exerting vasculoprotective effects, Fingolimod was unable to reduce bleeding under 

low platelet counts. Thus, stressing the important hemostatic function of platelets in 

severe ischemic stroke. Platelet-endothelial interactions might prevent vascular leakage 

when the endothelium is severely injured.
36,37 

Growing evidence supports that platelets 

can protect the endothelial barrier function by physical coverage of the damaged 

endothelium or through the local release of soluble vasculoprotective factors, like S1P.
38 

However, our results show that Fingolimod does not lower the risk or severity of HT 

after reperfusion following ischemic stroke in mice with low platelets counts. 

 

Altogether, these results show an activation of the S1P signaling pathway in the brain 

after ischemia/reperfusion suggesting that S1P receptor modulators may play a role in 

the brain tissue independent of drug effects on the immune system. Fingolimod 

attenuated HT after cerebral ischemia/reperfusion in a lymphocyte-independent fashion, 

but the drug was ineffective under thrombocytopenic conditions. 
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Methods 

 
Animals 

 

We used adult (12-16 weeks) male mice (total n=137). C57BL/6J wild type mice (#SN 

000664, Jaxmice) (n=81) and lymphocyte-deficient Rag2
-/- 

mice (n=56) on the C57BL/6J 

background (B6(Cg)-Rag2tm1.1Cgn/J, #SN008449, Jaxmice) were obtained from 

Charles River (Lyon, France). Mice were maintained under controlled SPF conditions in 

the animal house of the School of Medicine, University of Barcelona. Experiments were 

conducted with approval of the Ethical Committee of this University, CEEA (Comité Ètic 

d’Experimentació Animal), according to the Spanish law (Real Decreto 53/2013) and in 

compliance with the European regulations. 

 

Brain ischemia 

 

Occlusion of the right middle cerebral artery (MCAo) was carried out under isoflurane 

anesthesia using a monofilament (#701912PK5Re, Doccol Corporation, Sharon, MA, 

USA), as described.
39 

Cerebral blood flow (CBF) was monitored with laser Doppler 

flowmetry (Perimed, AB, Järfälla, Sweden). Reperfusion was induced after 45 min of 

arterial occlusion. At different time points, the mice were perfused through the heart 

with heparinized saline under isoflurane anesthesia. 

 

Neurological score 

 

Two days post-ischemia we assessed the neurological dysfunction with a neurological 

score modified from a previously reported neuroscore.
39 

The score ranged from 0 (no 

deficits) to 37 (poorest performance in all items) and it is calculated as the sum of the 

general and focal deficits, including the following general deficits (scores): hair (0-2), ears 

(0-2), eyes (0-3), posture (0-3), spontaneous activity (0-3), and epileptic behavior (0-1); 

and the following focal deficits: body symmetry (0-2), gait (0-4), climbing (0-3), circling 

behavior (0-3), forelimb symmetry (0-4), compulsory circling (0-3), and whisker response 

(0-4). 

 
Drug treatment 

 

Treatment was randomly allocated using a random list that assigned a given treatment 

(A/B) to each mouse, and treatment was administered in a blinded fashion. Fingolimod 

(1mg/kg) (# 10006292, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) or the vehicle (saline 

containing 0.5% DMSO) was administered i.p. immediately after reperfusion following 

MCAo. For platelet depletion, mice received an i.p. injection of rabbit anti-mouse platelet 

serum (#CLA31440, Cedarlane, Burlington, NC, USA) (15 μl diluted in 200 μl of 

sterile saline) 10 min after reperfusion. 
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Histological assessment of hemorrhagic transformation 

 
The brain was cut in 1mm-thick sections and pictures of fresh tissue were obtained to 

assess HT. A semi-quantitative method was used to evaluate the severity of brain 

hemorrhage by giving scores (0 to 5) depending on the size of the hemorrhage, with 0 

for absence of hemorrhage and 5 for the maximal bleeding.
39

 

 
Quantification of brain hemoglobin content 

Mice were anesthetized and perfused through the heart with a phosphate-buffered saline 

pH 7.4, containing 0.16 mg/mL heparin. The brain was sectioned to obtain the 

hemorrhagic score as above. The ipsilateral (ischemic) and contralateral hemispheres were 

separated in each sections and the tissue of each hemisphere was pulled and processed to 

measure the brain hemoglobin content with a colorimetric assay (#700540, Cayman 

Chemical). 

 

qRT-PCR 

 
The ipsilateral and contralateral brain hemispheres were dissected out, frozen, and kept 

at - 80ºC. RNA was extracted from brain tissue (Purelink RNA Kit, Invitrogen) and total 

RNA (500-1,000 ng) was reverse-transcribed using a mixture of random primers (High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Quantitative real-time RT-PCR analysis was carried out by the Taqman system 

(#4304437, Life Technology, Carlsbad, CA, USA) using the iCycler iQTM Multicolor 

Real-Time Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

Measurement of S1P concentration by mass spectrometry 

 

To extract S1P from the brain tissue, the contralateral and ipsilateral brain hemispheres 

were separated, weighed and homogenized in 1mL of 1M NaCl. S1P labeled with 7 

deuterium (D- erythro-sphingosine-d7-1-phosphate, Avanti Polar Lipids, Alabaster, 

Alabama, USA) (30 M) was added as the internal standard. After mixing the sample 

with 200 l 6M HCl, samples were mixed with 2mL CHCl3. Samples were centrifuged at 

19,000 xg for 3 min. The lower organic phase was transferred into a glass centrifuge tube 

using a glass Pasteur pipette and CHCl3 was evaporated in a vacuum concentrator. 

Samples were dissolved in 100 l MeOH:CHCl3 (4:1) and analyzed by LC-MS/MS on 

an API 3000 (AB Sciex) triple quadrupole mass spectrometer integrated on an Acquity 

UPLC system (Waters Corporation, Milford, MA, USA). A Kinetex (Phenomenex, 

Torrance, CA, USA) 2.6 µm XB C18 100Å 50 x 2.00 mm column was used as stationary 

phase. The column temperature was set at 60 ºC. The Mobile phases consisted of (A) 

75% methanol, 0.1% formic acid, and 5mM ammonium formiate, and (B) 100% 

methanol, 0.1% formic acid, and 5mM ammonium formiate. The gradient elution profile 
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was as follows: 0 min 100% A, from min 0 to min 2 the % A decreased from 100% to 0 

%, and was kept at 0% until min 5.5, when it was returned to initial conditions at minute 

5.6 until minute 6. Flow was set at 0.6mL/min. Analyte was detected in positive 

electrospray ionization (ESI) mode. The ion spray voltage was set at 5000 Volts and 

source temperature at 400 ºC. Data was acquired in multiple reaction monitoring (MRM) 

mode. Transitions selected were 380.1/264.4 for S1P and 387.3/271.5 for the internal 

standard. Results were integrated and calculated using linear regression by the Analyst 

1.4.2 software (AB Sciex). 

 

Flow cytometry 
 

Cell isolation from brain tissue was performed as described.
40 

Cells were incubated at 4 ºC 

for 10 min with FcBlock followed by primary antibodies anti-CD3 (# 557869; clone 

17A2; Alexa Fluor-647; BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), anti-CD45 (# 553080; 

clone 30-F11; FITC, Horizon V500; BD Pharmingen), and anti-S1P receptor-1 (S1P1) (# 

FAB7089P; clone 713412; PE; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Brain cells were 

studied in a BD FacsCanto II cytometer using the FacsDiva software (BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA). Data analysis was performed with FlowJo software (v10 FlowJo, 

LLC, Ashland, OR, USA). 

 

Western blotting 

 

For Western blotting, we obtained tissue from the ipsilateral (ischemic) and contralateral 

brain hemispheres. Proteins were extracted in radio-immunoprecipitation buffer (RIPA) 

containing a protease inhibitor cocktail (cOmplete
TM

, Roche, Basel, Switzerland). 

Electrophoresis was carried out in 10% polyacrilamide gels and proteins were transferred 

to membranes (Immobilon-P, PVDF, # IPVH00010, MilliporeSigma, Merck, 

Burlington, MA, USA) that were incubated overnight at 4ºC with one of the following 

antibodies: a mouse monoclonal antibody anti-β-catenin (# 610154, BD Biosciences) 

diluted 1:16,000, or a rabbit polyclonal antibody anti-occluidin (# 71-1500, Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluted 1:250. A rabbit polyclonal 

antibody anti-GAPDH (# ab181602, Abcam, Cambridge, UK) diluted 1:20,000, or a 

mouse-monoclonal antibody anti-β-tubulin (# T4026, Sigma) diluted 1:500,000 were 

used as the loading controls. Quantification of band intensity was carried out with 

Quantity One 1-D analysis software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The ratio of the 

signal intensity versus the loading control was calculated. Values are expressed as fold 

vs. the mean value of control tissue run in each blot. 

 

Statistical analyses 

 

Two-group comparisons were carried out with the Mann–Whitney U test. Multiple 

groups were compared with the Kruskal-Wallis test followed by subsequent post-hoc 
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analysis with the Dunn’s test. Two-way ANOVA followed by the Bonferroni test was 

used to compare treatment groups by brain hemisphere. Chi-square was used to compare 

frequencies between groups. Statistical analyses were performed using GraphPad v5 

software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,USA). The specific tests and n values 

for each experiment are reported in each figure legend. 
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Figures 

 
Figure 1. Time-dependent changes in mRNA expression of genes involved in the S1P 

signaling axis. a) Mice (n=41) we subjected to 45 min MCAo and were sacrificed at 

different time points: immediately without reperfusion (time 0) (n=6) or at 1h (n=6), 3h 

(n=5), 6h (n=4), 16h (n=5), 24h (n=6), 4 days (n=4), or 7 days (n=5) after reperfusion. 

mRNA expression of the genes encoding for S1P receptors S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 and 

S1P5, and for the kinases generating S1P, Sphk1 and Sphk2 in the ipsilateral (ischemic) 

hemisphere were assessed. Results are expressed as fold versus non-ischemic control brain 

tissue. S1P1, S1P3 and S1P4 mRNAs increased from 16h of reperfusion, peaking after 4 

days. S1P2 mRNA did not changed until day 4 and 7, whereas increases in S1P5 mRNA 

were not statistically significant. Sphk1 mRNA was strongly upregulated, with increases 

already detected at 3h of reperfusion, peaking at 24h, and then declining. In contrast, the 

mRNA expression of Sphk2 was rather stable and only showed a small tendency to 

increase progressively and reached statistically significant differences versus control at 

day 7. Kruskal- Wallis test followed by Dunn’s test. *p<0.05, **p<0.01 vs. time 0. b) The 

expression of Sphk1 and Sphk2 mRNA was studied 24h post-ischemia in the ipsilateral 

(Ipsi) and contralateral (Contra) hemispheres of an independent group of wild type mice 
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(WT) and Rag2
-/- 

mice 24h post-ischemia (n=4 per group). The increase in Sphk1 mRNA 

induced by ischemia did not differ between genotypes (Two-way ANOVA, genotype effect 

p=0.402, hemisphere effect p<0.001, interaction p=0.614). SphK2 mRNA expression did 

not change between genotypes. Values are expressed as fold versus wild type control. 

 

 

 

Figure 2. Ischemia increases the brain concentration of S1P and the recruitment of 

S1P
+ 

T cells. a) S1P concentration was measured in the contralateral and ipsilateral 

(ischemic) brain hemispheres 24h after MCAo (n=10) by mass spectrometry. Ischemia 

significantly increased the S1P concentration in the ipsilateral hemisphere (Mann-

Whitney test, **p=0.007). b) The presence of S1P1+ T cells in the ipsilateral and 

contralateral brain hemispheres was evaluated 4 days post-ischemia by flow 

cytometry (n=7). Ischemia significantly increases the numbers of S1P1+ CD3+ T 

cells (Mann-Whitney test, *p=0.047). c) Illustrative flow cytometry plots of 

brain tissue obtained from the contralateral and ipsilateral (ischemic) brain 

hemispheres show S1P1+ T cells in the ischemic hemisphere. 
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Figure 3. Fingolimod attenuates the degree of hemorrhagic transformation in 

lymphocyte-deficient mice. Rag2
-/- 

mice were subjected to ischemia and received 

Fingolimod (1mg/Kg, i.p.) or vehicle at reperfusion. a) Representative fresh brain tissue 

sections of Rag2
-/- 

mice treated with Fingolimod (n=16) or vehicle (n=15) obtained at 48h 

of reperfusion. See expanded data in Supplemental Fig. S1. b) We assigned a 

hemorrhagic score (HS) following a scale ranging from 0 (no blood in the brain) to 5 

(large parenchymal hematoma). c-d) The distribution of mice among the different HS 

categories showed a similar number of mice devoid of bleeding or with small petechiae 

(HS=0-1) in both treatment groups. However, among the mice with some degree of 

hemorrhage (HS>1), large hemorrhages (HS>3) were less frequent in the Fingolimod 

group (two-sided Chi square, p=0.040) (c), and the mean HS was lower in the 

Fingolimod group (one-sided Mann-Whitney test, p=0.025) (d). e) Brain hemoglobin 

content in the ipsilateral (ischemic) and contralateral hemispheres showed a small 

reduction in the ipsilateral hemisphere after Fingolimod (n=16) vs. vehicle (n=15). Two-

way ANOVA by group and hemisphere (*p<0.05 Fingolimod vs. vehicle in the 

ipsilateral hemisphere). f-g) Representative images of occludin (f) and β- catenin (g) 
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protein expression determined by western blotting in brain tissue of control and ischemic 

Rag2
-/- 

mice that received either Fingolimod (+) or vehicle (-) (n=5 per group). 

Occludin expression was not affected by ischemia or treatment. In contrast, ischemia 

induced degradation of β-catenin versus control (non-ischemic), and Fingolimod (+) 

attenuated this effect. h) Densitometric analysis of β-catenin western blots showed the 

group differences (Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. ***p<0.001, *p<0.05). 

V: vehicle, F: Fingolimod. i) Fingolimod attenuated the neurological deficit versus the 

vehicle (n=20 vehicle group; n=21 Fingolimod group) (Mann-Whitney test, *p=0.018). 

 

 

Figure 4. Fingolimod does not reduce hemorrhagic transformation in platelet-

depleted mice after severe brain ischemia. a) Schematic illustration of the 

experimental design. Immediately after reperfusion following 45-min MCAo, wild type 

mice received an i.p. administration of Fingolimod (n=10) (1mg/kg) or vehicle (n=9). 

Ten minutes later, all the mice received an i.p. administration of anti-platelet serum. At 

48h, fresh brain tissue was obtained to assess for the presence of blood in the ischemic 

tissue. b) Representative brain sections showing hemorrhages in thrombocypenic mice 

regardless of whether they receive vehicle and Fingolimod. c) A hemorrhagic score (HS) 

was assigned ranging from 0 (no bleeding) to 5 (large parenchymal hematoma). Mice 

were grouped according to HS categories as follows: (HS=0-1) no blood or small 

petechiae; (HS=2-3) moderate hemorrhages; (HS=4-5) large intraparenchymal 

hemorrhages. One mouse per group showed HS=0 and three mice per group showed 

HS=1. Among the mice showing intraparenchymal bleeding (HS>1), Fingolimod did not 

reduce the number of mice with large brain hematomas (HS>3) (Chi- square, p=0.621). 

Two of the mice in the Fingolimod group with HS=5 died at the time of sacrifice (48h). 

d) Amongst the mice showing intraparenchymal bleeding (HS>1) the mean HS was 

similar in both groups (Mann-Whitney test p=0.545). 
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El ictus es la segunda causa de muerte en personas mayores de 60 años, la causa más 

frecuente de discapacidad permanente y la segunda causa más común de demencia 

(Chamorro et al., 2016). Se calcula que para el 2050 alrededor de 1,5 millones de personas en 

el mundo tendrán más de 65 años de edad (Word Health Organization, 2012). Debido a este 

creciente envejecimiento de la población y al enorme impacto que tiene el ictus, existe una 

gran necesidad de investigar sobre esta enfermedad, los factores de riesgo, sus consecuencias 

y por supuesto, nuevos tratamientos.  

El principal objetivo del tratamiento del ictus es el retorno del FSC al tejido 

hipoperfundido de la penumbra isquémica. El porcentaje de pacientes con ictus isquémico que 

recibe terapias de reperfusión aún es muy reducido a nivel mundial, pero va en aumento dada 

la eficacia de la trombectomía mecánica demostrada en los últimos años. Sin embargo, el nivel 

de reperfusión que se alcanza no simpre es el óptimo y además la reperfusión no está exenta 

de complicaciones. Aunque la reperfusión es indispensable para salvar el tejido cerebral 

hipoperfundido, esta puede tener efectos nocivos que se conocen como daño por reperfusión.  

Diversos estudios han demostrado las alteraciones provocadas por la reperfusión, como el 

aumento de la producción de ROS y RNS, aumento de expresión de moléculas de adhesión 

intercelular, inflamación, disminución de la función y ruptura de la BHE, transformación 

hemorrágica del infarto y desarrollo de un fenotipo procoagulante/protrombótico de la pared 

vascular (Pérez-Asensio et al., 2010; Granger and Kvietys, 2015).  

En consideración a todo lo anteriormente expuesto, es posible que las terapias de 

reperfusión combinadas con otros fármacos puedan atenuar los daños desencadenados por la 

cascada de la isquemia/reperfusión y también puedan incrementar la eficacia y aplicabilidad 

del tratamiento contra el ictus isquémico agudo, minimizando las posibles complicaciones 

derivadas de estos tratamientos de reperfusión. 

Esta tesis se ha enfocado en el estudio de dos principales consecuencias del daño por 

reperfusión como son el estrés oxidativo y la transformación hemorrágica del infarto en 

modelos animales. Sin embargo, los seres humanos que sufren un ictus suelen presentar 

enfermedades concomitantes que exacerban el daño por isquemia/reperfusión y es 

importante que en los modelos animales también se evalúen estos factores de riesgo o 

situaciones clínicas relacionadas con el ictus isquémico humano. Entender los mecanismos de 

la comorbilidad es indispensable para poder evitarlos o minimizarlos. Los modelos animales de 

isquemia son un buen método que nos permite evaluar los diversos mecanismos por separado 

al poder inducirlos o suprimirlos independientemente. 

 Teniendo en cuenta estas circunstancias, este trabajo de tesis se ha centrado en el 

estudio del estrés oxidativo aumentado por hiperglucemia y en la trasformación hemorrágica 

del infarto en condiciones de linfopenia. Así mismo, se ha estudiado la posibilidad de modular 

el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria como métodos para potenciar el tratamiento del 

ictus y minimizar los daños por reperfusión. 

 

En el primer trabajo mostramos que los ratones a los que se les indujo hiperglucemia 

previamente a la I/R podían beneficiarse del tratamiento con el antioxidante natural ácido 

úrico (AU). Este trabajo extiende de este modo estudios preclínicos previos realizados con AU 

en condiciones experimentales de normoglucemia (Yu et al., 1998; Squadrito et al., 2000; 

Romanos et al., 2007; Ma et al., 2012; Onetti et al., 2015).  
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El aumento de los niveles de glucosa en sangre se asocia a una peor recuperación 

funcional y mayor mortalidad (Capes et al., 2001). Aproximadamente un 30 a 40% de los 

pacientes con ictus presentan hiperglucemia en el momento de su ingreso a urgencias, 

incluidos los pacientes sin diabetes (Kruyt et al., 2010; Luitse et al., 2012). La hiperglucemia en 

ausencia de diabetes es conocida como hiperglucemia por estrés y en modelos experimentales 

de tMCAO está asociada al daño por reperfusión (Yip et al., 1991; Martín et al., 2006; 

MacDougall and Muir, 2011; Tarr et al., 2013), ya que perjudica la función vascular (Ergul et al., 

2009; Fabian and Kent, 2012), incrementa el daño de la BHE y favorece la activación de la 

MMP9 (Martín et al., 2006; Kamada et al., 2007).  

La relación entre la hiperglucemia y el daño cerebral en el ictus isquémico se ha 

investigado tanto en modelos animales como en la clínica (Bruno et al., 2002; Schaller and 

Graf, 2004a; Kruyt et al., 2010; Robbins and Swanson, 2014). En este estudio se ha podido 

observar que los animales que tenían unos niveles altos de glucosa en sangre presentaban 

infartos más grandes con un aumento del daño cerebral después de la isquemia/reperfusión.  

Así mismo observamos que la hiperglucemia inducida en este modelo animal produjo un 

aumento en la expresión de la molécula de adhesión ICAM-1 vascular y en la infiltración de 

neutrófilos en el tejido cerebral. Las concentraciones altas de glucosa estimulan la 

transcripción de factores proinflamatorios como el factor nuclear-ƙB aumentando la 

producción de citoquinas y quimioquinas, promoviendo la inflamación (Iwasaki et al., 2007), e 

incrementando la expresión de moléculas de adhesión endotelial ICAM-1, P-selectina y E-

selectina (Omi et al., 2002). Estudios en ratas diabéticas muestran una alta expresión de ICAM-

1 tras la isquemia transitoria global (Ding, He and Li, 2005). Diversos estudios en modelos 

animales relacionan el aumento de la ICAM-1 y la infiltración de neutrófilos con un mayor 

volumen de infarto y una peor recuperación funcional tras la tMCAO (Kanemoto et al., 2002; 

Justicia et al., 2003; Merchant, Gurule and Larson, 2003; Buck et al., 2008; Perez-de-Puig et al., 

2015).  

Aunque el tratamiento con AU en nuestro modelo redujo el volumen de infarto en 

ratones hiperglucémicos, no se observó una disminución significativa en el reclutamiento de 

neutrófilos en tejido cerebral isquémico inducido por la hiperglucemia. Sin embargo, 

consideramos que la evaluación del reclutamiento de neutrófilos habría requerido estudios 

más amplios, dada la alta variabilidad de la cantidad de neutrófilos infiltrantes en el modelo 

experimental de tMCAO. 

Por medio de imágenes de MRI molecular se puede estudiar la inducción in vivo de ICAM-

1 en el cerebro, mediante el uso de anticuerpos específicos unidos a agentes de contraste 

funcionales, como las partículas micrométricas de óxido de hierro (MPIOs), basándose en el 

acortamiento del tiempo T2* (Deddens et al., 2013). Usando esta técnica en este estudio, se 

ha observado in vivo un incremento de adhesión de anticuerpos αICAM-1 a las MPIOs en la 

pared de la vasculatura cerebral en ratones hiperglucémicos tras la tMCAO en comparación 

con los normoglucémicos.  

Se ha demostrado que la hiperglucemia aumenta la adhesión e infiltración de leucocitos 

en modelos experimentales de isquemia/reperfusión (Panés et al., 1996). La ICAM-1 es 

reconocida como una molécula crucial y determinante para la adhesión de los neutrófilos a la 

pared del vaso (Kurose et al., 1994). En un estudio previo, se demostró que bloqueando la 

ICAM-1 in vivo, por medio de anticuerpos, se anulaba la presencia de mieloperoxidasa en el 

cerebro de ratas sometidas a tMCAO, lo que sugiere que la ICAM-1 está involucrada en la 
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adhesión de neutrófilos a la vasculatura cerebral tras la isquemia/reperfusión (Justicia et al., 

2003).  

En el presente estudio, el incremento de la expresión de ICAM-1 en los vasos del cerebro 

de los ratones hiperglucémicos estaba acompañado por el incremento de la infiltración y 

extravasación de los neutrófilos al parénquima cerebral isquémico. Este hallazgo está en 

conjunción con el mayor volumen de infarto observado en los ratones hiperglucémicos y con 

estudios previos que muestran una mayor cantidad de neutrófilos adheridos a las células 

endoteliales humanas, cultivadas bajo condiciones de hiperglucemia (Omi et al., 2002). Los 

resultados también refuerzan estudios in vivo que demuestran que en ratas hiperglucémicas se 

produce un incremento de neutrófilos infiltrados al cerebro isquémico tras la tMCAO (Lin et 

al., 2000; Martín et al., 2006).  

Uno de los efectos perjudiciales más importantes de la hiperglucemia en la 

isquemia/reperfusión es el estrés oxidativo (Tsuruta et al., 2010; Robbins and Swanson, 2014). 

La hiperglucemia favorece la producción de ROS, principalmente superóxido por NADPH 

oxidasa, especialmente durante la reperfusión (Suh et al., 2008). 

El AU es un potente antioxidante natural con acciones preventivas en el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad (Suh et al., 2008). Diversos 

estudios de isquemia/reperfusión en ratas han demostrado que la administración de AU 

reduce el daño cerebral y mejora los resultados conductuales (Yu et al., 1998; Haberman et al., 

2007; Romanos et al., 2007; Ma et al., 2012; Onetti et al., 2015). Se ha observado que el AU 

protege contra el daño vascular por mediación del estrés oxidativo causado por la 

isquemia/reperfusión en ratas, ya que se ha observado que puede aumentar la luz vascular, 

disminuir la nitrosilación de proteínas de la vasculatura y el parénquima cerebral y reducir los 

niveles de IL18 circulantes (Onetti et al., 2015). Además el AU muestra efectos beneficiosos 

sinérgicos con un rol protector al ser usado con el tratamiento trombolítico (tPA) en un 

modelo de isquemia tromboembólica en ratas (Romanos et al., 2007).  

El AU ha sido llevado a la clínica en el ensayo URICO-ICTUS, un ensayo aleatorizado, doble 

ciego y controlado con placebo en fase 2b/3 que ha reclutado a 421 pacientes con ictus 

isquémico agudo (Chamorro et al., 2014). Este ensayo confirmó que el tratamiento con rtPA en 

combinación con el AU es seguro, además también se demostró que en evaluaciones de 

subgrupos predefinidos de pacientes, la administración de AU reducía el volumen de infarto y 

mejoraba significativamente el resultado funcional en pacientes que presentaban 

hiperglucemia durante el episodio isquémico agudo (Amaro et al., 2015). Estos resultados 

están en consonancia con los hallazgos actuales de este estudio que demuestra los efectos 

beneficiosos de la administración de AU en la isquemia/reperfusión cerebral en ratones con 

hiperglucemia.  

En general, la reducción del volumen de infarto asociada a la administración del AU tras la 

isquemia/reperfusión en los ratones hiperglucémicos, fue relativamente pequeña (26%) pero 

robusta. Sin embargo, la administración de AU mostró una reducción no significativa en la 

infiltración de neutrófilos al tejido cerebral isquémico inducida por la hiperglucemia. Esta 

tendencia de reducción de los neutrófilos infiltrantes puede atribuirse al hecho de que los 

animales con hiperglucemia y tratados con ácido úrico presentaban infartos más pequeños. A 

pesar de que el reclutamiento de neutrófilos puede ser debido a un efecto quimioatrayente de 

los ROS (G. Wang et al., 2016), según los resultados que obtuvimos parece que el AU no juega 

un papel demasiado importante en la prevención de la infiltración de neutrófilos, sin embargo, 

sí que puede atenuar los efectos prooxidantes que se le atribuyen a estas células sanguíneas 
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(Chacko et al., 2016). El AU puede contribuir a reducir el volumen de infarto en los ratones 

hiperglucémicos a través de mecanismos independientes de la infiltración de neutrófilos, 

mecanismos que incluyen su efecto antioxidante con una gran eficacia en la limpieza de 

radicales libres derivados del peroxinitrito y sus efectos vasculoprotectores limitando la 

toxicidad de la glucosa y la muerte celular secundaria (Squadrito et al., 2000; Onetti et al., 

2015). 

Este estudio tiene algunas limitaciones, en particular el hecho de que solo se realizó en la 

fase aguda del ictus isquémico y sería necesario hacer estudios con tiempos más largos de 

recuperación. Por otra parte, fue imposible realizar tests conductuales ya que la infusión del 

AU por vía intravenosa implica la intervención quirúrgica de la extremidad posterior para 

acceder a la vena femoral y esto impide una evaluación conductual correcta y precisa. Además 

en el presente estudio, el AU solo fue administrado 1,5 horas tras la reperfusión. Son 

necesarios más estudios para poder valorar los efectos neuroprotectores del AU a largo plazo 

en animales de experimentación y también estudios con diversos tiempos de administración 

del fármaco después de la isquemia para poder hacer la traslación clínica de los resultados. 

En resumen, este estudio ha demostrado que las altas concentraciones sanguíneas de 

glucosa incrementan la expresión vascular de ICAM-1, la infiltración de neutrófilos y exacerban 

el daño por isquemia/reperfusión. Aunque el estrés oxidativo no parece mediar la exagerada 

expresión vascular de la ICAM-1 y el reclutamiento de neutrófilos al tejido isquémico bajo 

condiciones de hiperglucemia, sí que está implicado en los efectos nocivos observados bajo 

esta condición, ya que el tratamiento con el potente antioxidante AU después de la 

isquemia/reperfusión reduce el tamaño de la lesión en los ratones a los que se les ha inducido 

hiperglucemia. 

 

En el segundo trabajo se aborda la TH de la isquemia cerebral después de la reperfusión. 

Este artículo se centra en el estudio de las células T y su relación con la TH. La TH es una 

complicación secundaria al tratamiento de la isquemia y se considera clínicamente relevante 

cuando es sintomática, lo que suele suceder aproximadamente en el 3% de los pacientes 

tratados con trombólisis sistémica (Terruso et al., 2009) y en el 5% de los pacientes que 

recibieron terapia sistémica e intraarterial (Mosimann et al., 2013). La tasa de pacientes con 

TH sintomática tras una trombectomía mecánica es de 4,4% (Goyal et al., 2016), pero esta cifra 

puede aumentar hasta un 11,3% cuando el dispositivo tiene que pasar múltiples veces para 

lograr una recanalización exitosa (Zaidat et al., 2018). Se conoce que la TH ocurre 

principalmente en pacientes con infartos grandes (Terruso et al., 2009; Whiteley et al., 2012; 

Paciaroni et al., 2015), sin embargo, se sabe muy poco de los mecanismos que la 

desencadenan.  

Este estudio demuestra que los linfocitos T reducen el riesgo de TH. Además, confirma la 

relevancia del volumen del infarto como un factor crítico que incrementa el riesgo de TH. A su 

vez, los resultados de este estudio resaltan la comunicación bidireccional que existe entre las 

células T y las plaquetas, creando un puente entre la inmunidad y la hemostasia para prevenir 

la TH tras un ictus isquémico agudo. 

En pacientes con ictus isquémico las terapias de reperfusión no se recomiendan cuando 

existen niveles bajos de plaquetas por el alto riesgo de TH (Powers et al., 2018), debido al 

factor de riesgo inherente de TH con el uso de medicamentos antiplaquetarios (Whiteley et al., 

2012). Actualmente, hay una creciente evidencia que respalda el hecho de que las plaquetas 

favorecen la función de la barrera endotelial proporcionando una cobertura física cuando el 
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endotelio está dañado para prevenir fugas de sangre en los sitios de la lesión (Tailor, Cooper 

and Granger, 2005; Rodrigues and Granger, 2010, 2015; Ho-Tin-Noé, Demers and Wagner, 

2011). Así mismo, los resultados obtenidos apoyan esta teoría, demostrando que las plaquetas 

rodean y sellan el vaso dañado y reducen la extravasación de sangre al parénquima cerebral 

isquémico.  

Tanto las plaquetas como los leucocitos se adhieren al endotelio vascular tras la isquemia 

cerebral y los linfocitos T facilitan esta adhesión (Yilmaz et al., 2006; Li, 2008). Los resultados 

evidencian que la unión de plaquetas-linfocitos está mediada en parte por las células T, dado 

que en los animales linfopénicos se favorecía la TH tras una isquemia grave.  

En el ictus isquémico, los neutrófilos circulantes tienden a aumentar, mientras que el 

número de linfocitos disminuye de manera muy marcada, fenómeno que se conoce como 

linfopenia inducida por la isquemia (Prass et al., 2003; Urra et al., 2009; Mracsko et al., 2014; 

Miró-Mur et al., 2018). Además, después del tratamiento trombolítico, los pacientes suelen 

presentar una alta relación de neutrófilos/linfocitos (NLR) y esta relación puede predecir un 

mayor riesgo de TH sintomática en pacientes tratados con tPA (Maestrini et al., 2015). A pesar 

de que se han relacionado los neutrófilos con la TH, el papel que podría tener la linfopenia en 

la TH se desconoce. En este estudio se observó que la linfopenia puede ser un factor de riesgo 

para la TH. Los ratones que presentaban hemorragias más graves tenían un menor número de 

linfocitos en sangre, y de igual manera, el bajo número de linfocitos se correlacionaba 

inversamente con la gravedad de la TH.  

Además se encontró que las células T están involucradas en la prevención de la TH del 

infarto cerebral y lo hacen por medio de su unión a las plaquetas, a través del eje P-selectina-

PSGL-1. Los linfocitos y las plaquetas interactúan a través de una compleja comunicación 

bidireccional que conlleva consecuencias funcionales para ambos tipos de células (Li, 2008; 

Yilmaz and Granger, 2008). El PSGL-1 interactúa con las selectinas y está involucrado en la 

adhesión de los leucocitos al endotelio activado y las plaquetas (Lalor and Nash, 1995; del 

Zoppo and Mabuchi, 2003; Ley and Kansas, 2004). Los resultados obtenidos ponen de 

manifiesto que, para poder prevenir la TH, los sitios de unión del PSGL-1 en los linfocitos 

tienen que ser completamente funcionales ya que los animales con linfocitos defectuosos en la 

unión de PSGL-1 presentaban mayor TH tras la isquemia experimental.  

En la inflamación se ha demostrado que la unión de plaquetas favorece selectivamente la 

adhesión de las células T memoria al endotelio de las vénulas inflamadas (Ley and Kansas, 

2004). Los resultados mostraron que las células T memoria CD4+ son el subgrupo de linfocitos T 

circulantes capaces de formar conjugados con las plaquetas. Este fenómeno podría resaltar el 

ya reconocido papel de las células T para promover la tromboinflamación y empeorar el daño 

cerebral después de la isquemia/reperfusión (Yilmaz et al., 2006; Kleinschnitz et al., 2010).  

Sin embargo, las plaquetas también intervienen en la adhesión mediada por P-selectina 

de los linfocitos a la pared arterial, cuando se altera el flujo sanguíneo (Skilbeck et al., 2001) y 

después de la exposición de las proteínas de la matriz subendotelial que puede ocurrir en el 

sitio de una lesión arterial (Spectre et al., 2012). Nuestro estudio indica que las células T 

memoria facilitan la formación de tapones plaquetarios en el lado abluminal de los vasos 

severamente dañados y se encontró que este mecanismo está mediado por el eje PSGL-1-P-

Selectina. Sin embargo, se necesitán más estudios de investigación para la identificación de 

todos los elementos moleculares y celulares involucrados en la agregación plaquetaria 

alrededor de los vasos dañados facilitada por las células T.  
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Los resultados de este estudio resaltan la íntima comunicación que existe entre plaquetas 

y linfocitos. Así mismo, subrayan el doble rol que desempeñan estos dos tipos celulares en la 

hemostasia y la inflamación, que en el contexto de la isquemia cerebral pueden tener efectos 

predominantemente negativos (tromboinflamatorios) o positivos (hemostáticos), 

probablemente dependiendo del lecho vascular, la integridad de los vasos y el riesgo de TH. 

Los efectos prohemostáticos de las células T predominan en infartos grandes con riesgo de 

experimentar TH. Por el contrario, los efectos perjudiciales de las células T se presentan en 

infartos leves o moderados con bajo riesgo de sufrir una TH. 

En este estudio se identificó la linfopenia como un importante factor de riesgo para la TH 

en infartos grandes, planteando la cuestión de si la administración de células T puede 

potencialmente prevenir la TH tras el ictus isquémico, sin exacerbar el daño cerebral. 

Recientemente un estudio ha demostrado que la administración de células T reguladoras 

reduce la TH inducida por el tratamiento tardío con tPA en modelos murinos de isquemia 

inducida por el método del filamento y en modelos de embolia, y este efecto está mediado por 

una disminución del daño endotelial y una menor expresión de MMP9 y CCL2 tras la 

administración adoptiva de células T reguladoras (Mao et al., 2017). De igual manera, hay otro 

estudio que demuestra que el PSGL-1 está involucrado en la actividad supresora de las células 

T reguladoras, al menos en ciertas condiciones experimentales (Angiari et al., 2013). Sin 

embargo, se necesita más investigación para determinar como el PSGL-1 interviene en los 

efectos de las células T en el ictus isquémico.  

Numerosos estudios clínicos previos han demostrado la contribución de los neutrófilos y 

del NLR al riesgo de TH del infarto tras el tratamiento trombolítico (Gautier et al., 2009; Urra et 

al., 2009; Maestrini et al., 2015). Por el contrario, con los resultados obtenidos no se encontró 

una correlación clara entre los contajes de neutrófilos y el NLR con la TH. Quizás la principal 

diferencia entre los estudios previos con este, es que aquí no se usó tPA. Se conoce que el tPA 

promueve la transmigración de los neutrófilos al tejido reperfundido por medio de la 

activación proteolítica de la plasmina y las gelatinasas (Uhl et al., 2014), e induce la 

degranulación de los neutrófilos (Carbone et al., 2015). La neutrofilia incrementa el riesgo de 

TH después del tratamiento con tPA en la isquemia experimental (Gautier et al., 2009). 

Además, las trampas extracelulares de neutrófilos (neutrophil extracellular traps, NETs) alteran 

la trombólisis inducida por tPA (Ducroux et al., 2018), de este modo la administración de tPA 

podría exagerar el efecto nocivo de los neutrófilos sobre la BHE.  

Los animales con infartos grandes desarrollan linfopenia, pero el alcance de esta muestra 

alguna variación potencialmente atribuible a la magnitud de las respuestas neurohormonales 

(Miró-Mur et al., 2018). Además hay evidencias que sugieren la posibilidad de que existan 

correlaciones neuroanatómicas en la inmunosupresión inducida por el ictus (Urra et al., 2017). 

Estas diversas variaciones podrían explicar por qué después del ictus isquémico la linfopenia es 

más grave en algunos individuos que en otros, a pesar de que presenten volúmenes de infarto 

similares.  

Una limitación de este estudio es que se realizó solo en ratones machos. Los resultados 

requerirán validación en ratones hembra debido a las diferencias dependientes del sexo que 

ocurren en la respuesta inflamatoria y en la contribución de las células inmunes tras el ictus. 

En resumen, los resultados obtenidos resaltan el rol de las plaquetas y las células T 

memoria atenuando la TH del infarto por medio de la unión de las plaquetas a través del PSGL-

1. Estos resultados pueden determinar nuevas dianas celulares y moleculares para la 

prevención de la TH secundaria al ictus isquémico. 
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En el tercer trabajo, se ha intentado reducir la TH mediante un tratamiento farmacológico 

con el fármaco inmunomodulador Fingolimod. El Fingolimod es un tratamiento actualmente 

aprobado para pacientes con esclerosis múltiple (Liu et al., 2013; Ayzenberg, Hoepner and 

Kleiter, 2016; Park and Im, 2017). El Fingolimod se une a varios receptores de S1P y su unión al 

receptor S1P1 explica su capacidad de secuestrar los linfocitos en los ganglios linfáticos y 

prevenir su migración a tejidos inflamados (Mandala et al., 2002; Rolland et al., 2013; Aoki et 

al., 2016). Sin embargo, el Fingolimod no solo tiene efectos sobre los linfocitos sino que 

también afecta a las células cerebrales y a la vasculatura que expresa varios receptores S1P 

(Groves, Kihara and Chun, 2013; Hunter, Bowen and Reder, 2016).  

En este estudio se ha descrito que la isquemia/reperfusión induce la expresión cerebral de 

varios receptores S1P y sobre todo de la quinasa SphK1 capaz de generar S1P. Así mismo, se ha 

encontrado que la isquemia aumenta los niveles cerebrales de S1P a las 24 horas tras la 

reperfusión y esto causa la atracción de linfocitos S1P1+ que encontramos en el parénquima 

cerebral.  

Los efectos que el Fingolimod tiene sobre los linfocitos están muy reconocidos y es 

probable que sean la razón por la cual el Fingolimod reduce el daño cerebral en el ictus (Kraft 

et al., 2013). Sin embargo, se conoce que el Fingolimod cruza la BHE y puede tener diversos 

efectos sobre las células que expresan receptores para S1P (Liu et al., 2000; Garcia et al., 2001; 

Cipriani et al., 2015; Dusaban et al., 2017; Qin et al., 2017; Dong et al., 2018). En este estudio 

se observó que la expresión génica de los receptores S1P aumentó en el cerebro tras 16 horas 

postreperfusión y su pico máximo fue aproximadamente al día 4 tras la I/R. Este pico tardío 

sugiere que el aumento de los receptores está relacionado con la respuesta inflamatoria 

cerebral causada por la I/R. Además se encontró que la expresión del receptor S1P3 mostró un 

aumento por encima de los niveles de control. Existen diversas líneas de evidencia que 

sugieren que S1P3 media las respuestas inflamatorias en astrocitos (Dusaban et al., 2017) y en 

las células endoteliales (Sammani et al., 2010; Nussbaum et al., 2015). Así, mientras que S1P3 y 

S1P2 promueven la inflamación, la activación de S1P1 se asocia con la reducción de la 

inflamación (Sammani et al., 2010; Nussbaum et al., 2015). 

Se ha descrito que el Fingolimod puede proteger frente a la TH del infarto cerebral 

(Rolland et al., 2011; Campos et al., 2013), pero se desconoce si este efecto está mediado por 

su acción sobre los linfocitos, o bien por otras vías de acción del Fingolimod, por ejemplo, 

sobre la vasculatura. En este estudio se han utilizado animales deficientes en linfocitos para 

identificar los efectos del Fingolimod que no están mediados por linfocitos. Los resultados 

obtenidos demuestran que si bien este farmaco no reduce la incidencia de TH, sí reduce su 

gravedad, ya que los animales tratados con el fármaco no solo presentaban menores 

hemorragias, sino que además tenían menos déficits neurológicos. Además, estos resultados 

demuestran que este efecto del Fingolimod es mediado, al menos en parte, por mecanismos 

independientes de los linfocitos. De acuerdo con nuestros resultados, el estudio de Sun et al. 

(2016) en el modelo experimental de hemorragia intracerebral, demuestra que utilizando un 

agonista selectivo de S1P1 se obtuvo una reducción del déficit neurológico y del edema 

cerebral tanto en ratones salvajes como en ratones linfopénicos (Rag2-/ -), demostrando así que 

el efecto era independiente de los linfocitos. 

La activación del receptor S1P1 causa reordenamientos citoesqueléticos que promueven 

funciones de barrera en el endotelio vascular (Garcia et al., 2001) y se ha observado que los 

ratones con deficiencia de S1P1 mueren antes del nacimiento debido a hemorragias (Liu et al., 

2000). En el presente estudio se obsevó que la isquemia induce la degradación de la β-catenina 

de las uniones adherentes (AJ), sin embargo la expresión de la ocludina de las uniones 
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estrechas (TJ) no se vio afectada durante el período de tiempo de este estudio. La alteración 

del complejo de uniones adherentes del endotelio aumenta la hiperpermeabilidad paracelular 

microvascular en los lechos vasculares periféricos, donde la reducción de β-catenina juega un 

papel importante (Sawant et al., 2011). Aunque en el cerebro las TJ están críticamente 

involucradas en el mantenimiento de la función de la BHE, es la β-catenina la que vincula las AJ 

endoteliales con el citoesqueleto y, por lo tanto, también es esencial para el mantenimiento de 

la integridad de la BHE. Se ha descrito que la transcripción defectuosa de la actividad de la β-

catenina reduce la expresión de las proteínas claudina-1 y claudina-3 y de las TJ, lo que 

conlleva la pérdida de la integridad de la BHE y desarrollo de hemorragia cerebral (Tran et al., 

2016). En este estudio, el Fingolimod atenuó la degradación inducida por isquemia de la β-

catenina, sugiriendo que contribuyó a la preservación de la integridad vascular después de una 

I/R grave. 

Por otra parte, se demostró que las plaquetas juegan un papel crítico en la TH tras la I/R, 

ya que los ratones trombocitopénicos desarrollaron hematomas grandes después de la 

inducción de la isquemia. Así mismo, los pacientes con ictus que presentan bajos recuentos 

plaquetarios no pueden ser tratados con las terapias de recanalización ya que se incrementa el 

riesgo de TH (Powers et al., 2018). En este estudio se quiso probar si el tratamiento con 

Fingolimod podía ser una alternativa a las terapias tradicionales en los pacientes 

trombocitopénicos. A pesar de promover la función de la BHE y ejercer efectos 

vasculoprotectores, el Fingolimod no pudo reducir el sangrado en condiciones de 

trombocitopenia, lo que destaca la importante función hemostática de las plaquetas en el 

accidente cerebrovascular isquémico grave. Las interacciones plaqueta-endotelio pueden 

prevenir la pérdida de sangre cuando el endotelio está gravemente lesionado (Ho-Tin-Noé, 

Demers and Wagner, 2011; Rodrigues and Granger, 2015). Existen evidencias de que las 

plaquetas pueden proteger y ayudar en la función de la barrera endotelial mediante la 

cobertura física del endotelio dañado y también por medio de la liberación local de factores 

vasculoprotectores solubles, como S1P (Schaphorst et al., 2003). No obstante, en nuestro 

estudio el Fingolimod no disminuyó el riesgo ni la gravedad de la TH del infarto en los ratones 

trombocitopénicos, con lo cual el Fingolimod no parece ser una buena opción que permita 

administrar terapias de reperfusión a los enfermos con bajo recuento de plaquetas ya que no 

reduce su elevado riesgo de TH. 

En resumen, los resultados de este estudio muestran una activación de la vía de 

señalización S1P en el cerebro después de la I/R, esta activación sugiere que los fármacos 

moduladores del receptor S1P pueden desempeñar un papel en el parénquima independiente 

de los efectos del fármaco sobre el sistema inmune. También demostró que el Fingolimod 

puede atenuar la TH del infarto cerebral por una vía independiente de los linfocitos, pero el 

tratamiento no es efectivo en condiciones de trombocitopenia. 

 

 

Discusión global 

En esta tesis se demuestra que, si bien la reperfusión es crítica para restablecer el aporte 

sanguíneo al tejido isquémico y prevenir la muerte neuronal, la reperfusión conlleva daños 

secundarios que se pueden prevenir, al menos en parte, mediante tratamientos 

farmacológicos.  
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En primer lugar se ha demostrado el efecto perjudicial del estrés oxidativo que está 

especialmente exacerbado por los niveles altos de glucosa en sangre. El efecto deletéreo del 

estrés oxidativo en la I/R se puede atenuar en gran medida mediante el tratamiento con AU 

después de la reperfusión. Estos resultados tienen un carácter traslacional puesto que el AU ya 

se ha probado en un ensayo clínico en pacientes con resultados prometedores.  

Tal como sugieren los datos clínicos, las isquemias de gran tamaño son las más 

susceptibles de sufrir complicaciones tras la reperfusión, como es el caso de la TH. Hemos 

identificado que las plaquetas forman un tapón hemostático en la microvasculatura lesionada 

por la I/R, lo cual previene que las microhemorragias se transformen en hematomas 

intraparenquimales de gran tamaño que representan una complicación grave de la I/R. Dado 

que la trombocitopenia conlleva un alto riesgo de TH tras la I/R, y que los pacientes con bajo 

recuento de plaquetas no son elegibles para recibir terapias de reperfusión, se ha considerado 

si el fármaco inmunomodulador Fingolimod podría proteger de la TH en condiciones de 

trombocitopenia. Al igual que el AU, el Fingolimod se ha estudiado en pacientes con ictus, 

incluyendo pacientes tratados con tPA. Los resultados prometedores de dos pequeños ensayos 

clínicos se están ampliando actualmente en un ensayo clínico que se está llevando a cabo para 

estudiar el papel protector del Fingolimod frente a la I/R cerebral. Los resultados del presente 

estudio mostraron que el Fingolimod protege frente a la TH pero no es eficaz en condiciones 

de trombocitopenia y por tanto no sería una opción para tratar pacientes con bajo recuento de 

plaquetas. 

En segundo lugar, además de la trombocitopenia, se ha identificado a la linfopenia como 

una condición que aumenta el riesgo de sufrir TH en casos de infartos grandes. Intentando 

explicar de qué modo los linfocitos podrían prevenir la TH, se ha encontrado que los linfocitos 

T son los responsables de atenuar la TH mediante su capacidad de unir plaquetas a través del 

eje PSGL-1/P-selectina. Así, los animales deficientes en linfocitos sufren mayor TH tras 

episodios graves de I/R, y este efecto se puede prevenir mediante transferencia adoptiva de 

linfocitos T. Sin embargo, la transferencia adoptiva de linfocitos T deficientes en la molécula 

PSGL-1, que media la unión de los linfocitos a P-selectina, a animales linfopénicos no previene 

la TH. La transferencia adoptiva de células T que no tienen sitios de unión a P-selectina 

funcionales tampoco previene la TH en ratones linfopénicos. Por lo tanto, la capacidad de las 

células T de unirse a la P-selectina es crítica para explicar el efecto protector de estas células 

frente a la TH. También se ha identificado que el subgrupo células T capaces de unir a la P-

selectina y las plaquetas son los linfocitos T memoria. Los resultados demuestran que la 

linfopenia es un factor de riesgo para sufrir TH del infarto cerebral en lesiones grandes tras la 

I/R y estos resultados indican una línea de investigación de interés para llevar a cabo un 

estudio en muestras de sangre de pacientes con ictus isquémico. 
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1) La hiperglucemia exacerba la lesión por isquemia/reperfusión cerebral aumentando la 
expresión de la molécula de adhesión vascular ICAM-1 en la vasculatura cerebral y la 
infiltración de neutrófilos al tejido afectado. 
 

2) La administración intravenosa de ácido úrico reduce el tamaño de la lesión cerebral en 
ratones hiperglucémicos lo que demuestra el importante papel del estrés oxidativo en 
la lesión por isquemia/reperfusión, particularmente en condiciones de hiperglucemia. 
 

3) La linfopenia inducida por el ictus, facilita la TH del infarto cerebral en ratones con 
lesiones grandes, lo que nos ha permitido identificar a la linfopenia como un factor de 
riesgo para sufrir TH. 
 

4) Los linfocitos T se adhieren a las plaquetas a través del eje PSGL1/P-selectina, y la 
capacidad de los linfocitos de unirse a P-selectina es necesaria para prevenir la TH. 
 

5) Los linfocitos T con capacidad de unión a la P-selectina plaquetaria son las células T 
memoria. 
 

6) Las plaquetas forman un tapón hemostático en la microvasculatura cerebral lesionada 
que previene que las microhemorragias secundarias a las isquemias graves se 
transformen en grandes hematomas. 
 

7) El fármaco inmunomodulador Fingolimod no reduce la incidencia pero sí la gravedad 
de la TH del infarto cerebral actuando por mecanismos independientes de su efecto 
sobre los linfocitos. 
 

8) El Fingolimod no reduce la TH del ictus isquémico en condiciones de trombocitopenia. 
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