Cambios Exofocales en la Expresion de
Parvoalbumina Posterior a Isquemia Focal
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En el presente estudio se utilizé un modelo de obstruccion proximal de la arteria cerebral media para observar el comportamiento
de la proteina atrapadora de calcio parvoalbimina en isquemia focal. Previamente nuestro grupo demostré cambios en células
piramidales comisurales y de proyeccion en zonas exofocales, es decir, por fuera de la influencia de la arteria ocluida. La
parvoalbimina se expresa en una subpoblacion de interneuronas corticales que reciben contactos sinapticos glutamatérgicos de
regiones corticales ipsi y contralaterales; por esta razon permitiria evaluar los efectos directos ¢ indirectos de la injuria. Dado el
papel de la parvoalbumina en la homeostasis del calcio en condiciones normales y en casos de injuria se espera que su expresion
esté alterada bajo esta condicion. Se encontré que: 1. La expresion de parvoalbiimina estd disminuida en el foco, en la penumbra
y en regiones exofocales. 2. Estos cambios se inician a partir de las 12 horas postisquemia y se extienden hasta los 22 dias. 3.
Existen variaciones regionales en la respuesta de la parvoalbimina a la isquemia; incremento en las capas supragranulares y
disminucion en las infragranulares. 4. También se encontraron cambios en hipocampo y en estructuras subcorticales. Los
anteriores datos permiten sugerir que: |. Factores como la conectividad con las zonas infartadas, pueden ser determinantes en el
tipo de respuesta en la expresion de la parvoalbimina. 2. Los cambios exofocales pueden representar estados funcienales
distintos que se pueden asociar a la aparicién de nuevos sintomas neuroldgicos a largo plazo. Salud ULS 2002; 34:179-187
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A model of middle cerebral artery occlusion was used to analyze the behavior of the calcium binding protein parvoalbumin in
focal ischemia. Previous reports from our group demonstrate that neurons with callosal and subcortical projections (pyramidal
cells) showed changes that are not restricted to the core or penumbra zones, but also involves areas not supplied by the occluded
artery. Parvoalbumin is an specific marker for a subpopulation of interneurons in the cerebral cortex, and different types of
neurons in other subcortical nuclei. In cortex, this cells participate in local circuits, and are connected by glutamatergic fibers
coming from the ipsi and contralateral hemisphere. Thereby, are suitable to evaluate direct and indirect effects of injury. It has
been proposed the role of this proteins as calcium buffers, so it can be expected that its expression may be altered in ischemia. Our
findings are: 1. The expression of parvoalbumin is diminished in the penumbra and exofocal regions. 2. This changes begin at 12
hours after ischemia and extended as far as 22 days. 3. In the cerebral cortex supragranular layers show enhance in the number of
labeled cells, whereas this number decreased in the infragranular ones. This data suggests that 1. Changes in parvoalbumin
expression are not exclusively associated to direct injury. 2. Other factors like connectivity of the ischemic zones may be
determinant in the parvoalbumin expression behavior. 3. Exofocal changes may indicate different functional states that may
contribute to the neurological symptoms that can not be explained only by the compromise of the ischemic region.

Salud, UIS 2002; 34:179-187

Key Words: Ischemia, Interncurons, Parvoalbumin, Exofocal

entre los que se encuentran los trastornos de la funcion
motora, depresion, emocionalismo, apatia, Parkinsonismo,
agresividad y demencia.'?* Ainen pacientes en los cuales
no es posible identificar un sindrome psiquiatrico
especifico, se ha reportado disminucion de la autonomia
y de la capacidad laboral varios afios después del
episodio isquémico.* En la busqueda de soluciones
para esta problematica, en la actualidad se intenta
identificar las bases fisiopatologicas de estos cambios,
apoyandose en modelos de isquemia inducida o
experimental, como el utilizado en el presente trabajo.’

INTRODUCCION

a isquemia cerebral es un evento agudo cuyos
L efectos a corto y largo plazo pueden ser

devastadores. Los pacientes que sobreviven a un
accidente cerebro vascular isquémico pueden presentar una
amplia variedad de sintomas neuroldgicos y psiquiatricos,
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del encéfalo desencadena una serie de eventos intra e
intercelulares que contribuyen a la prolongacion del
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dafio aun después de darse la reperfusion vascular. Se
ha propuesto que estos cambios dependen de la
actividad excesiva del sistema glutamatérgico, fendmeno
conocido como excitotoxicidad.*’® Los mecanismos de
injuria excitotdxica implican la elevacién exagerada y
sostenida de los niveles de calcio intracelular, sea por el
ingreso de este i6n a través de los receptores
ionotroficos de glutamato del tipo NMDA, por liberacion
de los depdsitos intracelulares como consecuencia de
la activacion de receptores metabotroficos para
glutamato del tipo m GLUR 1 y 5, o por activacion de
canales de calcio dependientes de voltaje.”"*"

Existe un grupo de proteinas atrapadoras de calcio
distribuidas en amplios sectores de la corteza cerebral,
el estriado, el tilamo, el complejo habenular, el drea
septal y el hipocampo entre otros, sobre las cuales se
discute su papel neuroprotector.'>'*'* Las neuronas que
expresan estas proteinas comprenden interneuronas y
células de proyeccion que participan en los circuitos
cortico-estriado-palido-talamo-cortical, asociados a las
funciones cognitiva, emocional y motora. A la
parvoalbumina s¢ Je relaciona con el papel de tampon
de calcio, limitando la actividad enzimatica y osmoética
de este i6n en casos de injuria,''®'” sin embargo este
papel ha sido recientemente cuestionado.

En el presente estudio pretendimos evaluar el
comportamiento de la proteina atrapadora de calcio
parvoalbimina, posterior a isquemia focal por oclusion
de la arteria cerebral media, teniendo en cuenta que el
curso temporal de los cambios puede estar relacionado
con modificaciones morfofuncionales en aquellos
cerebros sujetos a isquemia. Ademas se pretendio
establecer si los posibles cambios en la expresion de la
parvoalbuimina se restringen al foco, a la penumbra o si

regiones distantes a estos sectores estan
comprometidos.
MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar adultas
con un peso entre 200 y 250 gramos, con disponibilidad
de comida y agua adlibitum. Se seleccionaron 15 que
mostraron evidencia clinica de compromiso neurolégico
de acuerdo a la escala de Zea Longa,'® en la cual grado
0, indica que no hay déficit neurologico; gradol, no
contrae la pata anterior izquierda completamente; grado
2, movimientos circulares a la izquierda; grado 3,
inclinacién permanente hacia el lado izquierdo con
respuesta motora a estimulos y grado 4, mivel de
conciencia deprimido sin respuesta motora a estimulos.
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Procedimiento quirargico

La isquemia focal se produjo utilizando el modelo de
oclusion intraluminal descrito previamente por Zea
Longa.'®* Brevemente, bajo anestesia general con una
mezcla de ketamina (60mg/Kg) v atropina (0.1 mg/Kg),
utilizando un microscopio quirirgico se practico una
incision en la linea media del cuello para exponer la arteria
cardtida comun, seguidamente se disecaron y ligaron las
arterias cardtida externa e interna, posteriormente se ligd
la arteria pterigopalatina cerca de su origen con una sutura
4-0. La isquemia se indujo introduciendo una sutura de
nylon, monofilamento 4-0 (Ethilon, Ethilon Co, Inc.) a
través de la arteria cardtida externa y luego por una
longitud de 18 mm a través de la arteria carétida interna
hasta alcanzar el segmento inicial de la arteria cerebral
media. Una sutura 5-0 se colocd alrededor de la arteria
carotida externa para prevenir el sangrado. La incision
del cuello se cerro con una sutura 2-0. Después de 90
minutos de oclusion de la arteria cerebral media, se retird
la sutura para permitir la reperfusion. Los animales fueron
sacrificados a las 12, 24 y 72 horas, 10 dias y 22 dias post
i1squemia.

Los procedimientos descritos fueron aprobados por el
Comité de Etica para el Manejo de Animales Experimentales
de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle.

Procedimiento Inmunohistoquimico

Los animales fueron sacrificados bajo anestesia general
por perfusion intracardiaca, utilizando fijador PLP
(paraformaldehido al 4%). Después de extraer el cerebro
se dejaron en fijacion por 48 horas. Luego se cortaron en
secciones de 50 micras con un vibriatomo (Lancer). Las
secciones se bloquearon durante 40 minutos en suero
normal de cabra, y luego se lavaron en buffer fosfato
salino (PBS, pH 7.5). Se incubaron durante toda la noche
en el anticuerpo primario anti-parvoalbumina (Sigma,
1:5000) y al dia siguiente después de lavarlas en butfer
fosfato se incubaron en avidina-biotina (anii-mouse ABC
kit, Vectastain) por 40 minutos, seguidamente las
secciones se lavaron y finalmente se revelaron con
diaminobenzidina contrastado con niquel. Las secciones
de los animales control se procesaron de la misma manera,
sin incubar en ¢l anticuerpo primario.

RESULTADOS

Corteza cerebral

Aspecto normal células positivas para parvoalbumina
Considerando la heterogeneidad propia de la corteza
cerebral y las variantes regionales en la poblacién de
interneuronas que expresan parvoalblimina, escogimos para
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el andlisis histoquimico secciones coronales que
corresponden a la transicién fronto-parietal, tomando como
referencia estructuras subcorticales como la comisura blanca
anterior, la region anterior del hipotdlamo, el estriado y el
palido ventral. Este sector corresponde aproximadamente
a las coordenadas bregma 0.2 mm, interaural 9.2 mm del
Atlas de Paxinos.” En este sector se reconocen bien las
areas de injuria isquémica, focoy penumbra.

En la corteza cerebral de los animales controles el mayor
nimero de neuronas inmunohistoquimicamente
positivas para parvoalbiimina se concentra ¢n las ldminas
IV, V'y VI (Ver figuras 1a, 2a, 3a,4a). El marcaje es intenso
en.los somas, procesos dendriticos y conjuntos de
axones que discurren en diversas direcciones, la mayoria
con apariencia varicosa. La distribucién y morfologia de
estas células permite sugerir que corresponden a células
en cesta y células en candelabro. En las capas
supragranulares, se observa inmunorreactividad en
algunos cuerpos neuronales que aparecen dispersos,
preferencialmente en la lamina IT. Es notable la ausencia
de somas marcados en la lamina I, aunque se puede
reconocer el perfil de algunas neuritas, probablemente
derivadas de capas inferiores.

Focoisquémico
La identificacion de células inmunopositivas para
parvoalbiimina no fue posible en el foco isquémico, dado

Figura 1. a) Corteza cerebral normal. La distribucién de
parvoalbiimina predomina en las ldminas infragranulares IV, V
y VI. b) Corteza Isquémica, zona de penumbra. A las 12 horas
post isquemia se observa pérdida total de la inmunoreactividad
para parvoalbimina. ¢) Corteza contralateral. A las 12 horas
hay una evidente disminucién del nimero de células marcadas
en las regiones infragranulares, acompariada de incremento en
el mimero de células inmunopositivas para parvoalbimina en
las capas supragranualres. (4xX)

CamBios EXOFOCALES EN LA EXPRESION DE PARVOALBUMINA

el extenso grado de destruccién celular y la pérdida
absoluta de la organizacién cortical en estos sectores.
Por el contrario en las zonas adyacentes al foco,
penumbra isquémica y sectores contralaterales
al foco y a la penumbra, es posible identificar
inmunohistoquimicamente la expresién de esta proteina
atrapadora de calcio y su evolucién en los diferentes
periodos de supervivencia analizados 12, 24, 72 horas,
10 y 22 dias. Por lo tanto el siguiente andlisis hace
referencia a la zona de penumbra cortical y a las regiones
homédlogas del hemisferio contralateral tanto del foco
como de la penumbra.

Evolucion de la zona de penumbra en los di-
ferentes tiempos de supervivencia
Supervivencia postisquémica corteza ipsilateral: a las 12
horas postisquemia, la zona de penumbra presenta una
escasa inmunopositividad para parvoalbimina. No es
posible identificar las ldminas corticales, ni cuerpos
celulares marcados, pero se observan procesos
varicosos dispersos inmunopostivos (Ver figura 1b).

A las 24 horas postisquemia en contraste con el periodo
de supervivencia anterior, se aprecia inmunorreactividad
para parvoalblimina, aunque ésta presenta un patrén
diferente al del control. La diferencia es notable, dado
que aparece un mayor numero de células positivas para
parvoalbiimina en las ldminas II y HI, comparadas con el
control. De otra parte reaparecen células
inmunopositivas en las capas 1V, V y VI con apariencia
similar a las del control, aunque su nimero es

Figura 2. a) Corteza cerebral normal. b) Corteza Isquémica,
zona de penumbra. A las 24 horas post isquemia se observa
una escasa inmunoreactividad a parvoalbiimina en las ldminas
infragranulares y presencia de c€lulas positivas en las laminas
supragranulares. ¢) Corteza contralateral. Se observa persis-
tencia de la disminucién de la inmunoreactividad para
parvoalbimina en las liminas infragranulares acompafiado de
células marcadas en las liminas supragranulares. (4X)
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notablemente inferior (Ver figura 2b). A pesar de que el
tamaifio de los somas marcados es equivalente al de los
controles en las mismas ldminas, resulta dificil identificar
los procesos que se derivan de estas células,

A las 72 horas y a los 10 dias postisquemia la
distribucién de células inmunopostivas para
parvoalbiimina parece aproximarse a la del control, sin
embargo el ndmero de células positivas es menor en
las capas infragranulares y se conserva la expresion
aumentada de parvoalbimina en las capas
supragranulares (Ver figura 3b).

A los 22 dias postisquemia la distribucion de células
positivas para parvoalbimina en las capas
infragranulares tienen la apariencia del control,
incluyendo la presencia de procesos marcados, sin
embargo persiste la presencia de un mayor nimero de
neurcnas imunopostivas en las capas supragranulares
comparadas con los controles (Ver figura 4b).

Supervivencia postisquémica corteza contralateral al
foco y a la penumbra: aunque nuestro modelo de
isquemia focal por oclusion de la arteria cerebral media
involucra la injuria directa de las regiones de foco y
penumbra en el territorio de la arteria unilateralmente,
nos propusimos evaluar si existen efectos indirectos
(exofocales) de la injuria isquémica, identificando la
expresion de parvoalbiimina en la poblacién de
interneuronas de zonas del hemisferio contralateral,
cuyos axones por su cardcter, no se extienden al
hemisferio opuesto, su influencia es local, pero al mismo
tiempo reciben aferentes excitatorios glutamatérgicos del
hemisferio contralateral. En este contexto quisimos
establecer si las zonas contralaterales al foco y a la
penumbra evolucionan de la misma manera.

Alas 12, 24 y 72 horas en las regiones contralaterales al
foco se observa incremento en el niimero de neuronas
inmunoreactivas en las capas II y III, especialmente
c€lulas multipolares y fusiformes. En las capas IV, Vy VI
se observa disminucién en el nimero de células
inmunopositivas para parvoalbimina (Ver figuras 1c, 2c,
3c¢). En las zonas contralaterales a 1a penumbra aparece
un incremento del mimero de células inmunopostivas,
pero aunque €stas superan a la del control, su densidad
es menor que la de las zonas adyacentes, es decir las
contralaterales al foco.

Entre los 10 y 22 dias las capas infragranulares de las
regiones exofocales al foco y a la penumbra toman una
apariencia muy similar a lo normal en cuanto al nimero
de células, y aunque disminuido el nimero de células
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Figura 3. a) Corteza cerebral normal. b) Corteza ipsilateral,
drea de penumbra 72 horas post isquemia. Persiste la
disminucion del nimero de células marcadas en las liminas
infragranulares con presencia de somas marcados en la regién
supragranular. ¢) Corteza contralateral. La inmunorreactividad
para parvoalbiimina permanece disminuida en las ldminas
infragranulares con expresion de la proteina en células
supragranulares. (4x)

positivas para parvoalbimina en las capas
supragranulares su expresidn es mayor que en el control
(Ver figura 4b).

Hipocampo

En estaregion arquicertical, las neuronas positivas para
parvoalbiimina corresponden principalmente a células
localizadas en el estrato piramidal cuyas extensas
prolongaciones cursan en direccién al estrato radiado
en todos los sectores del cuerno de amén (Ver figura Sa).

Figura 4. a) Corteza cerebral normal. b) Corteza isquémica,
area de penumbra, 22 dias post isquemia. Se observa una
recuperacion moderada del nimero de células reactivas para
parvoalbimina en las laminas infragranulares con persistencia
de la expresidn supragranular de la proteina. (4x)
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Figura 5. a) Hipocampo normal. Se observa la distribucién de
neuronas positivas para parvoalbiimina en somas y
prolongaciones de neuronas en todas las regiones del cuerno de
amén. b) Hipocampo isquémico, 24 horas. Se observa
disminucién del nimero de células y prolongaciones
inmunoreactivas para parvoalbimina en todas las regiones del
cuerno de amén, con una marcada disminucién en el giro

dentado. (10x)

24 horas después de laisquemia se observa una disminucién
de la inmunorreactividad del neuropilo de estas neuronas,
especialmente en el lado ipsilateral a la lesion (Ver figura
5b), pero también se observa una disminucién de las
varicosidades del lado contralateral. A las 72 horas y a
los 10 dias la disminucién del marcaje neuronal es
evidente en ambos hipocampos, pero sigue siendo mas
acentuada en el lado lesionado. Pasados 22 dias hay
una recuperacion considerable de la inmunoreactividad,
y ésta es muy notoria en el lado ipsilateral.

Nucleos de la base

En los individuos controles, la inmunorreactividad para
parvoalbiimina en el estriado (caudado-putamen) se
observa principalmente en los somas y prolongaciones
de neuronas multipolares espinosas medianas y grandes,
y es mas abundante en la porcidn dorsolateral que en la
ventromedial (Ver figura 6a). En el globo pdlido se observa
también un marcaje intenso de los somas y el neuropilo.

Alas 12 y a las 24 horas postisquemia hay una pérdida
total del marcaje en el estriado ipsilateral (CPu),
acompafiado de destruccion tisular marcada (Ver figura
6b). En el modelo utilizado en este trabajo, esta zona esta
incluida dentro del foco isquémico. En el estriado
contralateral se aprecia una disminucién en el niimero
de neuronas positivas para parvoalbimina. El globo
pilido ipsilateral muestra disminucion del nimero de
somas y de procesos inmunorreactivos, mientras que el
contralateral muestra principalmente disminucién en el
cardcter varicoso del neuropilo, pero no en el nimero de
somas marcados. Estos cambios persisten a las 72 horas.
A los 22 dias hay una leve recuperacion de los cambios

Camgios EXOFoCALES EN LA EXPRESION DE PARVOALBUMINA

Figura 6. a) Cuerpo estriado (caudado-putamen) normal. Se
observa la inmunoreactividad para parvoalbiimina en neuronas
multipolares medianas. b) Cuerpo estriado isquémico, 24 horas.
Hay una disminucion del nimero de células marcadas y de la
inmunoreactividad del neuropilo. (10x)

identificados en la zona de oligemia, pero las variaciones
presentes en el estriado contralateral y en el globo pélido
tanto ipsi como contralateral persisten,

DiSCUSION

La parvoalbimina es una proteina que pertenece a la
familia EF-hand, un conjunto de proteinas ligadoras de
calcio cuyas funciones incluyen la transduccién directa
de sefales mediadas por calcio y el control de la
homeostasis del mismo en las células que las expresan.*?'
Se ha propuesto que las proteinas atrapadoras de calcio,
calbindina D28K, calretinina y parvoalbtimina actian como
buferes de calcio amortiguando su sobrecarga inducida
por fenémenos de sobre excitacién o injuria del tejido.>%
Sin embargo su papel protector ha sido controversial,
especialmente en el caso de la parvoalbiimina.'® Varios
grupos de investigacién han mostrado evidencias de que
las proteinas atrapadoras de calcio pueden tener un efecto
protector,” ningiin efecto® y atin un efecto deletéreo.
Al respecto Hartley?® encontré que la expresion de
parvoalbimina en cultivos de neuronas corticales
incrementa la neurotoxicidad inducida por N-metil D-
aspartato. Recientemente, Dérlando"™ luego de utilizar
c€lulas de neuroblastoma de retina N 18-RE105, a las que
les introdujo ¢cDNA de proteinas atrapadoras de calcio,
calbindina, calretinina y parvoalbimina y las sometié a
aplicacién de l-glutamato para inducir excitotoxicidad,
encontré que los clones que expresan parvoalblimina son
tan sensibles a la injuria como los que no y propone que
otros factores pueden influir sobre la susceptibilidad de
las neuronas a fendmenos excitotéxicos tales como la
conectividad con las neuronas vecinas, la influencia de
las glias y otros factores intrinsecos como las propiedades
electrofisiolégicas (patréon de descarga o actividad
eléctrica). En el presente trabajo se demosiré que los
cambios en la expresion de parvoalbtimina se extienden
mas alla de las zonas infartadas segin se discutird mas
adelante.
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La parvoalbimina, se expresa en interneuronas
gabaérgicas de la corteza cerebral de los mamiferos,”
aunque también se han descrito en neuronas piramidales
pequefias en la corteza del primate. Una subpoblacion
de neuronas del estriado en su mayoria gabaérgicas
también son inmunopositivas para esta proteina.’’
Neuronas de relevo talamocortical que forman
conglomerados discretos en diversos nucleos talamicos
también contienen parvoalbumina,”® de tal forma que
algunos perfiles de axones positivos para parvoalbimina
presentes en la corteza cerebral son de origen talamico.
Los estudios inmunohistoquimicos utilizando
anticuerpos contra la parvoalbumina en el sistema
nerviogo central, muestran que en la corteza cerebral las
neuronas marcadas corresponden a las células en cesta
(basket cells) y a las c¢lulas en candelabro (chandelier).
Las células en cesta se conectan con los cuerpos de las
neuronas piramidales glutamatérgicas localizadas en las
laminas II1 y V de la corteza cerebral, de manera que
modulan la actividad excitatoria al establecer sinapsis
inhibitorias sobre el soma de estas neuronas.***" Por
otra parte, las células en candelabro son neuronas
gabaérgicas cuyas terminales sinapticas forman
contactos seriados denominados cartuchos o cartridges
sobre el segmento inicial del axon de las neuronas
piramidales, donde se considera que ejercen una potente
accion inhibitorial sobre las neuronas de proyeccion
corticales. Las células en cesta y las células en chandelier
reciben contactos excitatorios glutamatergicos derivados
de fibras corticocorticales (comisurales y asociativas) y
tdlamo corticales; de igual manera otras neuronas
gabaérgicas corticales especialmente células de doble
bouquet ejercen acciones inhibitonas sobre estas células.

En el cuerpo estriado y en el globo palido la marcacion
es muy definida en neuronas multipolares medianas.
Estas neuronas son consideradas como neuronas de
proyeccion, y hacen parte de los circuitos cortico-
estriatales talamocorticales, indispensables en la
regulacion de las funciones cognitivas, motoras y
emocionales.! La proyeccion del estriado sobre el globo
palido y sobre la sustancia nigra reticulata del
mesenceéfalo, implica la transferencia de las funciones
neocorticales asociativas y alocorticales limbicas a estos
sectores, gue a su vez se proyectan a zonas relacionadas
con la regulacion del estado de alerta y con el ciclo suefio-
vigilia, como son la formacién reticular del tegmento
mesencefalico y el nicleo reticular del talamo.

En el presente trabajo hemos demostrado: 1) Que la
expresion inmunohistoquimica de la proteina atrapadora
de calcio parvoalbiimina esta alterada en multiples regiones
del encéfalo en animales sometidos a isquemia focal,, los
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cambios comprometen a ambos hemisferios y por lo tanto
se extienden mas alla del campo de influencia de la arteria
cerebral media, cuya oclusion fue unilateral. 2) que en las
estructuras comprometidas existen variaciones regionales
en la expresion de los cambios inmunohistoquimicos de
la proteina parvoalbumina; por ejemplo en la corleza
cerebral, la respuesta en la expresion es opuesta entre las
laminas supra e infragranulares, incrementos en las
primeras y disminucion en las segundas. 3) En el caso de
la corteza cerebral los cambios aunque dramaticos al
principio (primeros 10 dias), parecen progresar hasta
estabilizarse alrededor de los 22 dias y aproximarse a la
apariencia de los animales control. 4) La progresion de
estos cambios es diferente entre la penumbra isquémica y
las regiones exofocales y no parece depender en estos de
la presencia de flujo sanguineo, por lo tanto otros factores
focales como el contexto sinaptico, balance enla actividad
glutamatérgica excitatoria - inhibicién gabaérgica, podrian
ser factores contribuyentes para la expresion de estos
cambios, considerando que las regiones supra e
infragranulares de la corteza cerebral presentan
particularidades en la organizacién de sus circuitos y en
sus sistemas de colaterales recurrentes. 5) Al presente no
se tiene una explicacion de porqué ocurren estos cambios
en la expresion inmunohistoquimica de parvoalbumina,
en las regiones sometidas a injuria, o mas alla de las mismas
(regiones exofocales), sin embargo se podria plantear al
menos una hipotesis que debera ser probada en otros
protocolos experimentales: la sefial para la induccion de
los cambios exofocales implicaria procesos de
hiperactividad glutamatérgica en las zonas de injuria, con
incrementos en la liberacion de glutamato en regiones
exofocales seguida de cascadas de eventos excitatorios
en circuitos progresivamente mas lejanos de las zonas de
injuria; estos cambios sutiles en la actividad no
necesariamente implicarian la muerte neuronal sino
estadios funcionales diferentes. Al respecto, Arango,
Pimienta y Escobar*? al evaluar los cambios inducidos por
isquemia sobre células excitatorias de la corteza cerebral
(células piramidales), sustentan sus observaciones
exofocales basados en diferentes resultados
experimentales, que apoyan la hipétesis de la diasquisis
formulada originalmente por Von Monakov.** Von
Monakov se refiri6 a la diasquisis como a la pérdida de
funcion que ocurre en regiones alejadas a un foco de
lesion y lo interpreté como una pérdida de aferencias
excitatorias. El fenomeno de la diasquisis desde su
formulacion alrededor de la segunda década del siglo
pasado ha sido utilizado en otras aproximaciones
experimentales, asi se han demostrado cambios eléctricos,
del flujo sanguineo, del metabolismo cerebral,
neuroquimicos y neuroanatomicos tanto macro como
microscopicos. Los cambios pueden identificarse en las
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fases aguda, subaguda y cronica postlesion. En humanos
se presentan cambios en la actividad eléctrica, flujo
sanguineo y actividad metabolica durante las primeras 24
horas después de una isquemia cerebral. En diferentes
modelos experimentales que incluyen roedores, felinos y
primates sometidos a isquemia experimental, s¢ han
demostrado cambios electroencefalograficos, incrementos
de la amplitud de los potenciales evocados
somatosensoriales, disminucién del metabolismo de la
glucosa y disminucién del flujo sanguineo cerebral,
especialmente en lesiones grandes.****

Los potenciales evocados somatosensoriales en la
corteza cerebral de humanos, después de 24 horas de
una lesién isquémica cerebral, incrementan su amplitud
y su evolucién en el tiempo varia dependiendo del sitio
de la lesion: si se trata de un compromiso cortical el
fendmeno es notable a partir de los 10 dias postisquemia,
en cambio si la lesion es subcortical los cambios
eléctricos se instauran a partir del tercer dia. Por su parte
el flujo sanguineo cerebral, entre los dias 7 y 10 disminuye
en espejo en la corteza contralateral a la lesion. Este
hecho cede gradualmente con el transcurso de los meses,
sin embargo en el hemisferio ipsilateral el fenémeno
persiste, especialmente si la lesion involucra un volumen
grande de tejido. Al mismo tiempo el metabolismo de la
glucosa y el consumo de oxigeno después de 24 horas
postisquemia pueden estar disminuidos en el hemisferio
contralateral y especular a la lesion.”

El territorio vascular de la arteria cerebral media comprende
principalmente la corteza frontoparietal lateral y 1a region
laterodorsal de los niicleos de la base. Por lo tanto, muchos
de los cambios celulares presentes en otras estructuras
ipsilaterales y contralaterales al foco isquémico no pueden
ser explicadas como consecuencia de la obstruccion
directa del flujo sanguineo. Se ha establecido desde hace
varios afios la existencia de un drea de penumbra alrededor
del foco isquémico, la cual para el modelo utilizado en este
trabajo corresponde a las regiones adyacentes del
neocortex, la corteza entorrinal y el caudado medial.**
Desde hace varios anos los esfuerzos terapéuticos se
encaminan a la recuperacion del drea de penumbra, en
la cual no hay predominio de la muerte celular necrética,
pero si se desencadenan fenomenos apoptdticos que
llevan a una pérdida neuronal y funcional tardia. La
progresion de los cambios en regiones exofocales podria
estar asociada a la variacién en los circuitos sindpticos
que pueden llevar a situaciones disfuncionales.
Clinicamente es conocido que pacientes que sufren un
accidente cerebrovascular pueden desarrollar
alteraciones en su esfera emocional la cual no se
explicaria solo por el sitio de lesion primaria.*”3
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Sin embargo, muchas de las consecuencias psiquiatricas
de la isquemia cerebral no son atribuibles a los cambios
en la zona infartada y en la penumbra. Las areas distantes
al foco lesional se denominan exofocales, y los cambios
moleculares que se manifiestan en estas zonas pueden
ser atribuibles a las alteraciones transinapticas facilitadas
por la extensa conectividad del sistema nervioso central.
Estos cambios pueden ser detectados por métodos
neurofisiolégicos y neurobioldgicos como la
inmunohistoquimica, la cual permite evaluar los cambios
en el tiempo de la expresion de diversos marcadores
celulares.

En el hipocampo, las interneuronas gabaérgicas reciben
sinapsis procedentes de neuronas piramidales
contralaterales a través de las fibras comisurales del fomix.
Por lo tanto, aun cuando la disminucién de la
inmunorreactividad es menos severa que en otros
sectores de la corteza cerebral y la recuperacion celular
es aparentemente mejor, la deaferentacion resultante del
dafio en los circuitos glutamatérgicos del hipocampo
del lado isquémico produciria una disminucion de la
estimulacion excitatoria de las neuronas gabaérgicas.
Este fenomeno ha sido descrito en otras patologias como
la esclerosis hipocampal secundaria a epilepsia del lobulo
temporal y se ha denominado suefio de las células en
cesta.” Esto implica que el dafio excitotdxico generado
sobre las neuronas piramidales del hipocampo del lado
contralateral a la lesion se ve agravado por la disminucién
de la disponibilidad de gaba sinaptico en un sector de la
corteza cuya naturaleza altamente excitable es bien
conocida. La pérdida temporal o permanente en la
capacidad de la memoria anterograda en los pacientes
se relaciona con la disfuncion hipocampal resultante.

El compromiso de la corteza cerebral y del estriado en las
zonas del foco y en la penumbra puede reflejarse también
sobre diversos nucleos del tallo cerebral como los grupos
monoaminérgicos que reciben fibras de estos sitios ya su
vez se proyectan sobre las estructuras sometidas a la
injuria isquémica. De forma especulativa se podria plantear
que la actividad de estos nuicleos estaria comprometida
en la aparici6n de sintomas psiquiatricos como la
depresion que se observa en los pacientes que han
sobrevivido a un accidente cerebrovascular isquémico.
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