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Resumen 

Estudio del daño celular producido por isquemia cerebral en un modelo de 

rata. 

Antecedentes. 
La enfermedad vascular cerebral isquémica constituye una de las primeras causas 
de morbimortalidad en el mundo. Por tal motivo, la investigación en este campo se 
ha enfocado a tratar de identificar los mecanismos de daño celular isquémico. 
Algunos estudios han demostrado que en la lesión neuronal isquémica participa 
también la muerte celular por apoptosis, un proceso activo regulado en forma 
predeterminada, con características morfológicas y bioquímicas particulares, y 
potencialmente regulable. 
Objetivo General 
Estudiar el daño celular que produce la isquemia cerebral focal en un modelo de 
rata. 
Hipótesis 
El daño celular es proporcional al tiempo de isquemia, por lo que es posible 
localizar el inicio del daño ocasionado por la isquemia cerebral focal sin 
reperfusión, en un rango de tiempo de 5 a 15 minutos. 
Material y Métodos. 
Se utilizaron ratas Wistar en las que se produjo un modelo experimental de 
isquemia cerebral focal. La prueba se realizo con distintos tiempos de isquemia. 
Se obtuvieron muestras histológicas de las regiones frontal, parietal, occipital e 
hipocampo y se practicaron diferentes técnicas: microscopia óptica con 
hematoxilina-eosina, microscopio electrónica. LM-PCR. y TUNEL. 
Resultados. 
La tinción con hematoxilina-eosina mostró cambios histológicos compatibles con 
necrosis a partir de los 5 min de isquemia. A los 12 min de isquemia comienzan a 
aparecer, con predominio en hipocampo y occipital, cambios sugestivos de 
apoptosis. La microscopía electrónica demostró también en algunas células 
condensación de la cromatina y confirmó los cambios considerados por 
microscopia óptica a los 12 min. Lo que se corroboró con el LM-PCR que mostró 
la fragmentación característica del ADN. La prueba de TUNEL fue también positiva 
en hipocampo y occipital. 
Conclusiones. 
De las técnicas realizadas, los resultados encontrados sugieren fuertemente la 
presencia de apoptosis en células cerebrales a partir de los 12 min de isquemia 
focal, lo que evidenciaría la participación de procesos celulares activos, y por lo 
tanto potencialmente regulables, en fases tempranas de la muerte neuronal 
isquémica. 



INTRODUCCIÓN 

La Enfermedad Vascular 

' . - _. 

El encéfalo, más que cualquier .. :otro órgano, deipend~ de -un riego sanguineo 

constante. La ci¡culació~l'sangl.Íin~a cerebral esta_g~r~ntizada mediante una serie 

de barorrecepto~es y reflejosvasomotC>resque se encLientran bajo el control de los 

centros de la párteÚ>á}a d~I ~~-í1o·_ce~~ti~aL'<f-Íakirri y cols. 1987). El término 

Enfermedad Vascular Cerebral:(EVC)~· de'sigri¡,i· a' cualquier anomalia del cerebro - . -. . . ,. . . --· . ''.·· . . -. -. -- ' . ·~ ' 

que se presenta c6moºresu1tacia(dt:'~l.fr"Cn?roceso patológico de 1os vasos 

sanguíneos. Que incluye la oclUsión c:le;la luip'or trombos o émbolos, rotura del 

V'aso y lesión o trastornos.d~ lá p-~~~abiÍicúi8 d'e la pared vascular con aumento 
. . . " ; .. ::.'- -

de la viscosidad u otros cambios en la calidad' ele la sangre. Se atribuye la misma .... ,.,._ ,···"' ... · ... ···-· . . 

importancia a los ·cambios parenquimáfosos secundarios que ocurren en el 

encéfalo (Heiss y cols 1 g~3j~ E~to~ so~ d'e dc:>s tipos, isquemia,. con infarto o sin él 

y hemorragia. En experime'l1tos' 66n 'animales la detención completa del flujo 

sanguíneo durante más de cuatro a cinco.minutos produce lesión irreversible. E.I 

tejido encefálico privado de sangre experimenta necrosis isquémica. La 

disminución o falla en el flujo sanguíneo cerebral (FSC) se divide en dos clases: la 

isquemia cerebral focal y la isquemia cerebral global. Esta última, se presenta en 

situaciones de paro cardíaco o falla hemodinámica. Si es absoluta, no se produce 

flujo colateral y sobreviene destrucción irreversible de las neuronas en plazo de 

cuatro a ocho minutos a la temperatura corporal. En la isquemia focal, hay una 

falla en el suministro sanguíneo en una parte del cerebro, por la oclusión en una 

arteria en particular, y casi siempre se presenta un grado variable de descarga de 

sangre oxigenada (Adams 1998). 

En el Sistema Nervioso Central (SNC) la viabilidad del tejido sometido a isquemia 

esta en relación inversa con la gravedad y !a duración de la misma, así que, 

cuanto mayor sea la.reducción del FSC más grave será el daño. Por otra parte, el 
-O~ ... --.,,-·-- ·-,-.-- ·;'-

trastorno producido por la isquemia tiene lugar de forma progresiva en función del 

tiempo que esta se mantenga, desembocando igualmente en la muerte celular si 
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'· - --. i -- ce--·~~ - -

se perpetúa la situaCión de hipoperfusión. ·En aqU'ellos territorios en que .existe 

circulación colateral, ésta -_permite el maílteniniiento\de'Un_·flllJo';~sidual que, en 

muchos casos, es suficiente pa~a_ preserva(la·;~idé).~de la b~lul;,¡ aunque no sU 

:::~~:~::::~::In:5nifi?,~ª\~~~~~~f ~lit~~~~~;;~:d~~~~= 
se mantenga constante~ ·- ·. .~> ·.··:· :¡;;'3;;,ef·~-)i:;':. :~~6-, -_.-,.. .~ · · ::··:~: -·· 

.. - .·.·. :.;: ·: .. -·<.~;.,~:; -~::.,':·,·:o-:. .. ,r:_;~:_:,~.:::/~ ·::.'.>.-:'"'·-~;.:::-:.. .:::.~. ?;:-':.:.-: ·- · :=·,r=-=-· --~~:-<' _ · 
De esta forma el daño_ neuronal se· produce''er'i 2 fases:.' 

·>:·~ '':: .. ·~:::_-. '" ", :.':~·-'""·,-;:~·, /. 'i~, . ., '.·'. » . 

;~~::~:;AriU.~Xf~~'~f iljj~~~i~~¡i'~~ 1:e ,:;~·~:~::;:~":º~::'~~·~ 
neuronas. mueren"iíimediátameiite. por necrósis. 

· · 2 Un~fa~~ 12~,f~~~;l¿;;i!¡;;~~ periféri= a la zona de Infarto ( =na perinfarto) 

(H~kimy·c;~I~~ 1'987, N~d~~gaa~d y cols, 1996), conocida como zona de penumbra 

isqllémfC:l:i; eib';;cie•'ócllrreri cambios progresivos post-isquémicos que llevan a la 
... _. __ ,-.· _,-,_ .·-·-----··'--·-··:-. . 

múerte . ;,éuro;;~1''s'e1ectiv.,;, en las_ áreas vulnerables, aún después del 

restablecirriie.rlt¡; 'cie la circulación. En esta zona la muerte celular es retardada, ya 

sea por. ap°optósis Ó necrosis (Sweeney y cols. 1995). 

El área - .de - penumbra se caracteriza por un FSC reducido que afecta al 

metabCJlis~o energético y a determinadas funciones celulares, pero que, al menos 

.temporalmente, es suficiente para mantener la viabilidad celular. En esta situación, 

- , 1<:t'p'érdicla de funciones dependientes de energía como las bombas iónicas tiene 

- lug¡:;r de manera gradual. Se han podido determinar los umbrales de flujo a partir 

·· >e de_16s cuales se van perdiendo diversas propiedades celulares. Inicialmente, se 

:·inhibe· la síntesis de proteínas (FSC<0.55 ml/g/m). Posteriormente, se pone en 

,;,¡;¡r-__6h8_ et'metabolismo anaerobio de la glucosa (<0.35 ml/g/m). La caída en la 

. pn;-d;:.iC::ciÓn de energía traducida en la pérdida de actividad eléctrica neuronal, se 

produce. por debajo de 0.25ml/g/m. Al igual que la acidosis tisular, consecuencia 
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del acúmulo de lactato,. la. pérdida de los gradientes iónicoiS tránsmembranales, 

que conducen a la dtssp61~ri~aéión y liberación de aminoácidos .exCitatorios como 

Glutamato y Asp~rtafo. Finalmente, la muerte celular tiene lugar cuando el FSC 

cae por debajo de º~ 1 Sml/g/~ (Fi~.1) "(Astrup y í::ols 1981, Heiss y c61s J 983). 

je la energfa 
3 de la actividad eléctrica neuronal 

FSC inferior a o,55 ml/g/m 

Inhibición de slntesis de protelnas 

FSC i.nferior a· 0.35 ml/g/m 

FSC inferior a 0.25 ml/g/m 

Acumulación de Lactato 
Acidosis tisular 
Pérdida de gradientes iónicos 
Liberación de A. A. excitatorios 

FSC inferior a 0.15 ml/g/m 

Fig.1 Cadena de reacciones que c6Íiducen.a la muerte celular 

-<~-:_.:_::.(\>.: ::--\>~:<---. ·-.-.:'. -
Todo esto produce una falla de la homeostasis, con un aumento del ácido láctico, 

_aumento de ra~ica_les ~libre~ y -lesión glial. Por otro lado, a nivel neuronal se 

produce alteración .cie- Í~s ·r:r:iembranas con despolarización, aumento del Na• 

intracelular y aumento del K .. extracelular. También se va a producir un aumento 

del flujo de ca+• hacia el interior de la célula a través de canales dependientes de 
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voltaje. El ca•• provoca daño de la membrana neuronal por peroxidacíón de los 

lípidos. Produce aumento en las lipasas, en la óxido nítrico sintetasa y de las 

proteasas que llevan a la proteólisis, al aumento de radicales libres y a la lipólisis. 

A su vez la falla de la homeostasis, alteración y despolarizaciónde las membranas 

provoca un aumento de la liberación de neurotransmisores ~0~0·1~·noradrenalina 
y la dopamina, ocasionando un circuito de retroalimentación positiva, y llevando a 

la auto oxidación celular (Castillo, 2000). 

Existe pues, un deterioro progresivo en el área de penumbra derivado de las 

alteraciones producidas por el desequilibrio energético, que se traduce en la 

extensión del área de infarto. 

'pue-~to.que el desencadenante primario del daño por isquemia es la reducción del 

· FSC, ~ab~ suponer que la restitución del mismo, permitiría la recuperación de las 

~é1i'..1~s q.ue aún. sean viables. Pero,· no ocurre así. Se ha podido comprobar que, 

'salvo.que ocurra muy precozmente. La normalización del aporte sanguíneo no 

evit~ la progresión de la lesión celular y además añade efectos deletéreos que se 

suman a la cascada de trastornos desencadenados por la isquemia, originando el 

denominado daño de reperfusión, que tienen como consecuencia fa extensión del 

_área de infarto. Por otra parte, en modelos de isquemia global se ha podido 

observar progresión de la lesión en células del hipocampo varios días después de 

la normalización del FSC. (García, 1992) 

-·-· 

~:~~::;~:~:~:=:~~~=~:::::::11 t~~~~~2~2f ~~ti~~it?I::~: 
fagocítico mononuclear (Abbas y cois'2002) pueden inducÍr, e~-eÍl~sión',de la lesión 

a través de acidosis, sobrecarga c:fE:l calcio C:it6sófic6 y la 'hiperprÓ~uccióri de 

radicales libres. En la pared arterial-~st;;, .se materializa en ruptura de la barrera 

hematoencefálica y en la abolición de la. reactividad vascular ·n_or'mal~y por tanto, 

de la capacidad de' regulación de la circulación cerebral. Éste fenómeno tiene gran 
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importé'u;icia, pues contribuye a perpetuar. los·- trastornos .fisiopatológicos en la 

isquemia (Siesjo, 1988). 

. - . ~·-

Esto~ fenómenos desencadenados de form;;; inm~~l~t1'l'i~c)/-1~ isquemia, ponen en 

márchauna cascada ~e reacciones qu~ 5~'ia'.:;'f~8~i-p'~tÚ~r:{ y, eventualmente, se 

·• pote,,ciéln _.- 6ori la reperfusión. Dan~o !~i~~>.~J;,~~ñc; de isquemia/reperfusión, 
término más adecuado, ya. que en la m.ªY()ría/de)os casos, ambas van unidas y 

sus ~~éti~dores son comunes (Diez:-Tej~~.o'~}~ !:f9.3'): :· 
·<·_.,_:_ ' .. ·,¡;;':>; , .·->~;:·.r: 

·El desarrollo de una reacción , iriflaniatoria - y _la alteración secundaria en la 

microcfrculación, que se imbrican cori, ~~id~sis, sobrecarga de calcio citosólico y 

la hipe?rp~oducción de ra'¡ji~al~s!.1i6ri;~:~g71 Ía~ pilares sobre los que descansan los 
- _; ·-. . :· :· ._ .. _._.·-,,_",.;:;::~ ---~~~:-__ ·:-::~·-1·::-.-\:,::¡-.:-<·-'f:_\\/:'i--.::·::;,'~~!->",.--'; 
mecanismos.fundamentales'del dañ6,celular y molecular en la isquemia cerebral y 

=~~~ad~:::~:~~~ ilit~Ii~~·;:~=r-~ié~ d~ 1a extensión del infarto a expensas del 

. - -' ·,.- - ' 

Como ya se dijo, la- muerte celular que se produce como consecuencia de la 

Isquemia cerebral focal puede suceder de dos maneras diferentes: por necrosis y 

por apoptosis. La necrosis es la muerte celular pasiva que sigue a una agresión 

celular con daño severo de las membranas. La apoptosis es un proceso activo en 

respuesta a una variedad de estimulas fisiológicos y patológicos, en el que la 

célula participa en su destrucción siguiendo pasos prefijados. 

Apoptosis 

Crónica de una muerte celular programada 

En 1972 Kerr, Wyllie y Curie, estudiando sistemas experimentales en roedores, 

señalaron que las. características morfológicas de la muerte celular que ocurre de 

m_anera natural durante el desarrollo embrionario, la regeneración hepática y el 

balance -~ílfre - proliferación y muerte en modelos de tumores In vivo, son 

diferentes a las que presenta la muerte que ocurre como resultado de patologías 

o intoxicación. Por sugerencia del profesor Cormack J. del departamento Griego 
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de la Universidad deA,berd_~en;' partierori"'cie 1¡¡¡ palabra griega ex7ton-rocricroo que 

describe el fenómeno' de la caída de las hojas 'en otoñ()o el de los pétalos de las . - . . . - .. , -. . ·- ~ - '·.· . . ·., -·- . - ' ., -·' -.:._·.- "- - - •. .. - ·- . 
flores que. caen. Así acÜñarori'e1 términá'Apóptosis para desí::ribir este tipo de 

muerte.ce;~tr"(h:e.~~:r..~~:5:>97'~~- .··:.· .c· .. ;~E~.::·;,:~-::.·- .. 
Si bien••'ª rñuertecelular':d~rarít~ él~~¿s~rrolio~mbrionario ya había sido descrita 

.:~:~~:f ~~~iiif 1*!42f &~~7Jj~J~~=:=::~=~~:::~~=j~~: ~=:=~ 
col, 1996) .:::; , '' 4 '.}:'. .' ~}/> ,,, ' 5> 

·-·"-'- .-. J - - ,,-,-:::-, :>:~_·:: ;• -- .. _ ... ~--,'.·._-_;:; 
--;_'_;~~-::{'."<'· ' . ·,·.··. . . 

·-i: .:· -,.-.• -: :. :;:~}.;~-~: ;-: «<.:.::_~:-:'. - ,., ·- - -, - ,. 

, .; 1~t~~le>sY:;.~0,~S~~'.f},é;! .• ~8€lrte¡· neuronal durante la formación ~e sinapsis 
fun<7ioriales y,;sot>rEl la rnlJElrte de células precursoras B y T autorreact1vas durante 

1~ s~,7~~i6n·-~~9~tii~ ~~~¡~1"6Ad~ manifiesto 1a importancia de 'ª muerte ce1u1ar 

·c;:,m~:m~~~'íiís1Tloti'5"ib168'i~cid~ ~elebción (Golstein y cols,1992). 
- • . . - ·'-:\o'· 

acumulada hciit¡;. ~IÍ~i-a, súgiere que la gra11~ rl-i~yoría de las células 

.iinimales son capaces de seguir esta vía de mui:;Í1:e?ÁÚrÍ:: células en las que . . - . , -. '·.· ,· ·,·· .-·'·"' , .. ·.: 
normalmente no se activa el programa de muerte. Este'tiallazgo·implica que este . . . ~. - . . ~ ' 

programa genético de autodestrucción forma parte del repertorió' de respuestas 

celulares a señales externas o a cambios en las condiciones celulares internas 

(Vaux, 1993). 

Diferencias entre apoptosis y necrosis 

Los procesos bioquímicos y macromoleculares que ocurren durante la muerte 

apoptotica son diferentes de los que conllevan a la necrosis (Fig.2) (Kerr, Harmon. 

:·1991). Uno de los primeros cambios morfológicos que presentan las células 

.ap_optpticas consiste en la condensación del citoplasma y de la reducción del 

_vol~~en. celular; acompañado de cambios en la estructura del núcleo. La 

, cromati~a se ·-·~ondensa y forma cúmulos densos adosados a la membrana 
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nuclear, formando invaginaciones y termina con la fragmentación del núcleo en 

estructuras membranosas con cantidades variables de cromatina. De· m·anera 

análoga, la membrana celula"r sufre invaginaciones que terminan por fragmentar a 

la célula, formando racimos de veslculas de tamaño variable que contiene 

· orgarielos intactos qÍJe no se· fusionan con lisosomas. Las vesículas son conocidas 

como cuerpos apoptóticos, que In vitro terminan disgregándose. In vivo son 

fagocitados por macrófagos y células vecinas. En proceso se ven involucrados 

antígenos de superficie y fosfatidilcerina, que sólo en estas circunstancias se 

hallan presentes en la lámina externa de la membrana celular de los cuerpos 

apoptóticos. 

Caracterlstica Necrosis Apoptosis 
Situaciones Patolóaicas Fisiolóaicas v oatolóaicas 
Participación celular Pasiva carente de control Activa controlada por un 

aenético oroarama aenético 
Volumen celular Aumenta Se reduce 
Cromatina nuclear Condensación laxa y difusa Condensación y adosamiento a 

la membrana nuclear 
Núcleo Fraamentado Conservado 
ADN Degradación irregular Fragmentación 

internucleosomal con patrón en 
escalera 

ARN ribosomal Dearadación irregular Degradación homogénea 
Organelos Se hinchan y se fusionan con Permanecen integras y no se 

lisosomas fusionan con lisosomas 
Membrana celular Pierde la permeabilidad 1 Aparición de fosfatidilserina y 

selectiva se conserva la oermeabilidad 
c itoesq ueleto ! Se desorganiza Conserva estructura 
Citoplasma Se vierte al espacio intersticial Formación de cuerpos 

apoptóticos 
Activación de proteasas lnespecífica y asociada a Especifica de la familia de las 

disfunción lisosomal caspasas 
Estrés oxidativo Presente sólo en etapas tardías Presente desde etapas 

temoranas 
Catabolismo lipid1co / Activación inespecífica de Producción de ácido 

fosfolipasas araquidonico, ceramída y 
i metabolitos derivados. 

Reacción inflamatoria 1 Presente Ausente 
e icatrización Presente, a menudo con Ausente 

fibrosis 

Fig. 2 Diferencias entre necrosis y apoptosis 
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Como podemos ver una de las características· importantes de la muerte 

apoptotica, es que la célula no libera su contenido al espacio extracelular. Es de 

importancia el hacer notar que esta restringida_a':células de manera individual y 

nunca resulta en la muerte de células vecinas en las que no se hayan encendido 

los genes de muerte (Raff, 1992). 

La compartamentalización del contenido celular.evita que l~s ar1tigenos celulares 

puedan provocar una reacción autoinmune. Característfca_-que ~s la responsable 

de que no se produzca una respuesta inflamatoria durante la reabsorción tisular 

aún cuando implique la desaparición de tejidos u· órganos como durante las 

metamorfosis en Artrópodos o la reabsorción de los_ oviductos en embriones 

machos o del mesonefros en hembras de vertebrados (Pacher, 1998). 

Por otro lado, la muerte celular por necrosis sí afecta a las células adyacentes. Al 

igual que durante la muerte apoptotica, también se lesiona la cromatina nuclear; 

razón por la cual se observa un obscurecimiento en núcleo a lo cual se· re llama 

picnosis. También se presenta en apoptosis pero es menos dens~ y hon:íi:l9~rlea''. ·. 

A diferencia de la apoptosis, durante la necrosis los organelosfl!ie~hinchan .y el 

volumen celular aumenta considerablemente. Los cambios ~~/h'a~~~sÓ~l-~db' c~n 
- ' ·. '';A;.:; - ' _ _; -; : ~( •' • 

F~:~~~i~~,~~f ;¿ :~~~~:·~~~~~~r~~iili~~~~i~{~ 
fusionan y se pierde la integridad de la mem~rar1a;l,c;elular,'·¡p~rfl1itíendo que el 

contenido citoplasmático se vacíe al e~er~~r,./;Jgé)~~~<~~~é~~~i'.i'~,~{~.i5~~'.~.Í6,/~ de 
edema citotóxico. La muerte por necrosis-'generalrrientee'.va'\precedida·•'de .'una 

·.:,-:< '. -. ·:.:;:·:-::-./1/:'::~':¿.;~;~.,/;,~~~\-~;,:~í~f1/_;: t !'.:~~-;·:;~>:~~~·:·1?~~ .. ~~·-~;S/:::;~-~.;: ,~.-(-~ -- --·-. · ··. 
respuesta inflamatoria seguida de un proces6'de'cicatrización°·que~ér'i';·ocasiones 

: .:. : .. _ ·o"':;·;·:· ~.:::.~:h: 1 2.):'- ;~;i~f\'~_:-::t~'.'.:> .. --::-í~~.:::~~~-'..,::-,;r:<~C,~·:· .. ''.,,..-;?:-~,'.- :·. ·,:_. ·I~~,~~;:·.-r\.:~ _ 
conlleva a una fibrosis. Un. ejemplo claro,'' e~. '"3' dest¡-ucc;.ión '.ti!;ulélr· he-~ática como 

resultado de la cirrosis . o de le( ~;;;µi;;.ti!i.~f{;'f.~frri~úk,'J'b+'fu'g'¡~;,~'e~i~~fÜ~t~rminado 
genéticamente y resulta, más bien:_de,lapérdí~~'de_sincronizaé:ión funcional entre 
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los procesos bioquímicosy las es;tructuras m¿;¡crC>moleC::utares; que constituyen a la 

célula (Geddes y col 1996). 
. ' ·- .. ~ . ... . 

·.Cuando u~a célula sJfre mu~rte por necrosis el¿~.h!~ríídcicje su citoplasma se 

.. ·vaCía al es¡)acio extrácelular, manifestando una gran éantida'C:I 'de antígenos que el 
- \ ' . - . ; . •' - ' '., . __ ,_,. ,·•, 

sistéma inmune recorfoce ·como ajenos y trat;;i d~ ~li~Í~arlos: Durante el proceso 

.. se activan varios mecahisrrios del sistem..:i inmúnercc;mo macrófagos y neutrófilos 

: q~~ liberan H 2 02 . dañando cualquier célula;'iri,~}ja ·ij~e .entran en contacto, el . ·- . . ,.. . . •.. ' ... ··-- -

resultado de esto es la destrucción de ,,:,u~h~·~ 2élulas que se encuentran en el 

< tejido alrededor de ellas (Buke y cols, 1994) '\ >' 
.-_ ~<:: 

"'· {_:: '0:;~·-:~···· 

Durante la muerte por necrosis el ADN seclegrad~:·~ar'ac:ción de endonucleasas y 

exonucleasas, y pierde su integridad, yá qú~¡~·1¡·~e~;~~~·~e E!n geles de agarosa se 

observa un barridosin que parezcan bandas, Et'.barridó'.muestra que en la muerte 

·. por ~ecrosls el ADN se corta en fr~gme~tos de?~~~'.~a~i;;.dos tamaños. 
. - . ..:~.:' : 

P_or el contrario, una característica que hasta ahora· se considera exclusiva de la 

apoptosis, es el rompimiento del ADN en las regiones internucleosomales. De tal 

manera que cuando se somete una separación por electroforesis en un gel, de 

agarosa, es posible ver un patrón de bandas muy peculiar que se conoce como 

patrón en escalera. Esto revela que durante la muerte por ·apopÍosis IÓs 

fragmentos producidos son múltiplos de 200 pares de bases, que dorrespo~den a 

la cantidad de ADN que se enrolla en cada nucleosoma. Los nucleosomas son 

elementos estructurales de la cromatina, que están. for,madas por un núcleo de 

histonas rodeadas por dos asas de ADN . (Mac Mam.is, 1999). 

Durante la apoptosis se promueve-la ·-~~ti:~~é::ión de proteasas especificas, que 

inician la. degradación de las Prot~í~a~.d~'fi1ame~tos intermedios de la matriz 

... ·_ .. nu~l~éif-:f:>ecree .. qu~~E!bido,~~-~l.l~,(r~2~rC:>,,;~ti~a se encuentra adosada a estos 

sitiós;' la 'trágmentación de 'tos••mismos·'promueve la desorganización de la 

c:~omatina · (PElitsC::h y cols 19g4, ju~\ib~1s · 1998). 
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La activación posterior de endonucleasas que tienen acceso a las regiones de 

ADN entre los nucleosomas hidrolizan el ADN; Su fragmentación considera como 

un elemento diagnóstico de la muerte celular por apoptosis, con todo ;,;U élusé~cia 
no significa una carencia de la misma. Por ejemplo, el pr6ceso p~Éld~ ~u~ecf,er de 

manera rápida y el ADN se hidroliza completamente. Por otra parte; es in:tportante' 

considerar que las células no mueren de manera sincrónica y qÚ;,, ~~i:1:ari1:o en un 

ci~rto tiempo esta fragmentación puede estar presente sólo eri 'un~. cantidad 

pequeña de la población celular bajo estudio. Así se puede explicaipor.que el 

documentar la fragmentación del ADN llega a ser más difícil de lo que 

originalmente se pensaba (Hayashi y cols 1999). 

Encendido y apagado del programa de muerte 

La muerte celular programada es un mecanismo mediante el.cu.;¡I las. células se 

'··,.seleccionan, esta selección esta determinada por los factores níidro~~bientáles 
.. ~lr~dedor de la célula que determinan si debe vivir o morir yel momer,'to qLJ~ ésto 

.. · ciebe ócurrir. 
"; -·:·: 

- "' ;.·,; - :~ -

Er' estudio de distintos sistemas celulares en los que oc3~re níliert~·P~~:~~optosis 
sugiere que existen dos formas principélles.de.activación def:p';.69;~~.i;·c:f~·ri'.¡.::i~:rte. 
En algunos tipos celulares el programa . esta apagado: y. req:ui~;re·~~'~fi·;_¡··~Í>tírnulo ·· ·· 

==~~º d:ª:e::~~=rl;~~:;a~ 1~~:;)rtete:~~i~:n;~.~~8°t~~J.~~g~!f;'='f r~t&:16~ ·. 

prototipicos de señales que al unirse .a. ·sus recÉlpt6;~~;'~/;::riii (6é1u1~s.bl~nco, 
activan el programa de muert~ (~eldrum,~ ~~ls~'J.7~.t>(·~i~~&lsi.j:,;? 
Un segundo mecanismo de activadóri del progr¡;jfri¡;i·dé niuérte, Consiste en que su 

encendido forma part~ d~'.·1él'~".2~raC:i~h~fi'~.ii·~;;d~r° Élsiiiij~ de maduración o 

diferen~iación de un linaje cÉ!rur~;: E~·:~~t~·s;cas9'i\~''~~Él~~ se evita por' _ácci6n de 

factores de supervivencia, también llamado~ fact6r~s tróficos, que de enc;;ontrarst;l 

. en el rri~dio, bloquean la ejecu~ión del p~ogr.iil'Ti~ de muerte. Tal es~I c~~b'dÉl las 

neuronas dependientes del factor de crecimiento neuronal (NGF) (Zh~~g ·y C::o1!5. 

2000). 
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Ciertos oncogenes y.gen.es supresóres dei tümor~s participan en el mecanismo de 

muerte ce1u1ar programada c,::.i9.3);· !.'.a e~presión<dE! ;esto~ genes puede inducir 

apoptosis en algunos tlpC)~ dE:; cáric~r.'. P~r lo tant6 sügi~~~ que la muerte celular 

programada es un rrie6.ilriis;,,o d~ .· defe;'nsa ·• cor;tra ·la transformación maligna 
.--:'· ' -:::~ :·· •'< : ·, '·.:: 

(Allsopp 1993). ···' 

:;_'-::.', ",' . ·'::·.·3· ... : -.. -,,':·¡· ..... 

La protección c¡ue c~rífi'er~·él~ expresión del ~~n ;l::>c1:2 parece deberse a que su 

producto génico interfi~'reJ~stci co~ lo~ ~ventes.de la fase de ejecución que lleva a 

la· activación de caspasas adosadas en la membrana mitocondrial (Charlotte y 

cols., 1999). 

PROMOTORES INHIBIDORES 
053 bel-xi 
bcli-xs bcl-w 
Bax mcl-1 
Bak ced-9 
c-mvc E1 B 19 K 
Bad p35, 
Nbk crmA 
Ced-3,4 EBV BHRF-1 
R-ras bag-1 
CPP32 Dad-1 
reaper A1 
TNF-r p55 bcl2 
Fas/AP01/CD95 IAP 
F1g. 3 Genes promotores e inh1b1dores de apoptos1s (Thatte 1997). 

Caspasas ejecutoras de la muerte celular por apoptosis 

Son probablemente, las moléculas efectoras más importantes de la apoptosis. 

Son una familia de enzimas con trece miembros que tienen en común la presencia 

de cisteina en su centro activo y que efectúan el corte en el aminoácido Aspartato 

(Cisteinil-ASPartato especifico-proteASAS) Fig.4. Y que se dividen en tres 

subfamilias. La familia de proteasas semejantes a enzimas convertidoras de 

interleucinas-113 (ICE, del ingles, lnterleukin-1 13 converting enzyme). la subfamilia 
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CED-3 y la tercera subfamilia se compone de un sólo miembro; .'la caspasct 2 

(Nedd2) Son sintetizadas como precursores inactivos qué. son; activados : por · 

escisión autocatalítica o por otras proteásas (Yuari 1993), Actúé311;sob~e IJ,n gran 

número de sustratos, entre ellas las proteínas .del cit:Oesqliereto; .• :µroteínas 

relacionadas con el ciclo celular, con la escisión y repari;ÍbiÓrl de' ADN> ~on; la 
= ~ .. :- - . - . ' .--· ' . ' - • • 

trascripción y traducción de señales. En la activación de otras.· caspasas 

(efectores) como iniciando los procesos que conducen a la degradación'6elufár 

(iniciadoras). Todas las caspasas comparten similitudes en la secuencia de 

aminoácidos, estructura y especificidad por el sustrato (Kumar y · .cols: 1996, 

Schulze-Osthoff y cols, 1998 ). 

' ' ' 

El cómo las caspasas contribuyen ·al proceso de muerte no esta completamente 

comprendido, principafmente'debid() a que la mayoría de los sustratos conocidos 

han sido hallazgos fortuitÓ~:;aÚe i:iugieren que un subconjunto de caspas'as es 

responsable de los cambi~s ;:;iif~1élres que ocurren durante la apOptosÍs y provee 

una idea del mecanismo em~i~ádo(Stanislaw 1999; Schulz 19g9):. ' .. ' 
; .. · ~ ~ .. ',',' 

i .~:. 

Las caspasas contribuyen . a .. la .. apoptosis a través· .• del· :deseiisa'mblé '.de la 

estructura celular, como lo ih.ístr~ la destrucción de la lárnina:~uéi~ar~' Ó~~.ci~ una 

estructura rígida que tapiza internamente la membrana nuclear y está impfic~da en .. 

la organización de la cro~atina (Weil 1996). La lámina esta formada p()rpC>úrhero~ 
de proteínas filamento~as iÍitermedias. Durante la apoptosis las proteíria~ son 

clivadas en un sitio únicc:> ¡,C)/1as caspasas, causando el colapso de la lámina y 

contribuyendo a I~ c6nciéÍ1sáciÓn de la cromatina (Samali 1999). 

La observación .. 'de ~'¡j~ 16'~ :precursores de las caspasas son constitutivamente 

regulación de las caspasas es que la ::~::::::s };zzbi~?:~f l~ri:~~~~~:: sistemas proteolíticos. que a menudo 

involucran'.· ' un~.c;:.,. c6rribinacióri '···de proteasas regulatorias, cofactores, 

retrc:>élnmer"ltélciÓí!'·~.~ii;t;~~le~'. qu~ convergen para controlar la actividad de una 

proteasa efectora/que.lleva'adelante la función de todo el proceso. - . . . . ,: 
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--· 
Fig.4 Estructura general de las caspasas mostrando en rojo el sitio catalítico 

Esta intrincada regulación da cuenta de una característica espectacular de estos 

sistemas: mantienen a la proteasa efectora inactiva pero en respuesta de 

cantidades mínimas de un inductor apropiado, son capaces de activar grandes 

cantidades de ésta rápidamente. Dada la función de las caspasas como 

mediadores de muerte celular, la complejidad de su regulación podría rivalizar con 

la de los sistemas de complemento y de coagulación (Weil 1996, Wyllie 1980). 

Estrés oxidativo 

Además de la activación de la cascada de caspasas, durante la muerte por 

apoptosis se activan varios procesos bioquímicos que han sido considerados 

como vías paralelas que conducen a la muerte celular. A la activación de la 

cascada de caspasas se han asociado alteraciones en el funcionamiento 

mitocondrial, que incluyen una caída transitoria del potencial de membrana 

mitocondrial. la liberación del citocromo C y a la producción de radicales libres. Por 
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una parte, la liberación de citocromo e es un paso indispensable en la activación 

de una segunda s.erie de caspasas (Rosenthal 1997) .. Por! .C>ti~ parte, las 

alteraciones que permiten la liberación de citocromo e afecta : a lá:• cadena 

respiratoria permitiendo un aumento en la generación .. :de,'U·.a~i(;~·l~~·)jt:>;r~~- El. 

aumento, de formas reactivas de oxígeno, crea un estrés oxidati\/o\inespecíficci 

que conduce al deterioro de lipidos, proteínas y ácidos nucr~Ícos:::~~~ip~(~f, sólo 

puede conducir a la muerte celular (Jun. 1997). 
._,_..,,_, 

' . ' ' 

Además ·de la activación de cadena de caspasas y estrés ocasion.ado ·:por· el .. 

oxígeno se han identificado otros procesos bioquímicos que llevan :-a la',¡-;.,~erte: 
Por un lado se activa una esfingomielinasa que hidroliza esfirigomiélina' 

produciendo Ceramída, que actúa como segundo mensajero capaz ¿j~: ind~cir 
arresto o muerte celular por apoptosis, dependiendo del blanco cel~lár: Por/c::ltra . 

parte la activación de fosfolipasa del tipo A2 (PL-A2), en respue~t~\~.e~~[;Ji.JrbÍ;; 
apoptóticos como el TNF, produce un aumento en el metaboli~~6·::ci.~f}ábido 

::::~~dc~~~c=e ~~=íc:7e::::e:~::~~~ª ~ ~=7~uerte celular, .P,g;;i~~~~,z:~~·;;·.~~{ ra 

En vista de que la apoptosis está =nt<etada Pº' intoIT;;~\;¡gg~.,~~~?~:;;~~'sUjeto 
al efecto de mutaciones, las que junto con ra.s preJ;~1,~~~ts~Í~6tí~~~-'.deÍ:;¡,~dío 
constituyen la materia prima de la evolución. Las ait~;i;'cijJ~~~(fán' Ía' ;~9~1ací6"n del 

proceso de muerte, podrían resultar en un retardo ~:Í aLJ;,¡~~·~i~ a~· muert~. dejando 

células supernumerarias abiertas a la posibilidad de i<Jrm.~r ~uevas ínteracéioríes 

celulares y adquirir nuevas funci.ones y enfren.tar' nuevas demandas. 

Una mejor comprensión 'de los mecanismos bioquímicos que llevan a la muerte 

celular, será de granútHÍdéld para. entender y posiblemente tratar entidades 

patológicas como; enferrn~da.des rieurodegenerativas, epilepsia, enfermedades 

autoinmunes, ínféccic:me~·~vir~I~~. alteraciones hematopoyéticas, neoplasias y por 

supuesto isquemia cereb~aÍ y~p-isodios de isquemia-reperfusión. 
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Antecedentes 

La isquemia cerebral esta originada por la disminución del flujo sanguineo hasta 

un nivel tal que interfiere con la función del sistema nervioso. Este decremento es 

el resultado de Ja alteración del equilibrio de numerosos factores hemodinámicos. 

Puede conducir a Ja aparición, en las neuronas y en Ja glia; de una serie 

concatenada de alteraciones metabólicas y bioquímicas que concluirán con· la 

necrosis celular (Namura, 1998). 

Un hecho de importancia observado recientemente, es el papel que juega _la 

apoptosis en la isquemia cerebral. En zonas periféricas de los Infartos cer~brales 
se han observado células en apoptosis ( Linnik 1993). Esto se de,rn6st;ó g~~cia~ a 

la presencia de ciertos signos característicos de la apoptosis. Dura~te: mucho 

tiempo y sobre todo en el caso del cerebro, se consideró que Ja isquemia hipóx,ica 

es un tipo de necrosis. 

' ' ' 
' ' 

·El cerebro consume un tercio de su energía en el mantenimi~nto c:ie la tran~misión 
sináptica, 6tr~ tercio para el transporte de iones ~ ot;a ter~~ra parte en la 

.pri:;se.'.vación de su integridad estructural. Cuando decae'l~,-perfusión ~erebral, se 

.;: alteran progresivamente sus funciones hasta produci(la 'níÚerte. celular: Pese a 

~~t~. no todas las neuronas responden de forma ~imi0laral /insulto isquémico y 

existe una vulnerabilidad selectiva en razón. d~;la -d~nkidad neuronal, de la 

diferente perfusión regional y distinto metabollsrno: Las neuronas de la corteza 

cerebral, del hipocampo, núcleo amigdali~o'-,/2erebelo son más sensibles a la 

isquemia y sufren cambios estructurales de
0

rn~n~ra'más precoz que las neuronas 

de otras localizaciones y que las células gliales (Murayama y cols., 1990). 

En contraste, las alteraciones isquémicas de la función cerebral descritas que 

aparecen inmediatamente después de la oclusión vascular, el desarrollo de 

lesiones morfológicas irreversibles requiere algún tiempo. Por lo tanto, las 

alteraciones funcionales aparecen inmediatamente después del comienzo de la 
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isq~emia y son únié~rne~te dependiente;d~i flujÓ'. Mientras que las alteracione~ 
estru6turales requi~re~ ti~;,,p~ /dependen del flujo sanguíneo (Castillo, .. 1995) . 

. La obstrucción d~'u~\,~so''s~~~ui~eÓ C:er~bral ocasiona un gradiente isquémico 

qu: da lugar a;una'i~qúe~iáillte.nsa en el centro del territorio vascular y a una 

isquemia r'.í,en~s p~o'nl.mciiéJa 'é;,. Ía perif~ria deí mismo. Las células del núcleo 
.. - .,_.· .. , - -· ''· ·' "' .. ,r::· ,._' '', 

· isquémlco/con únflujó inferior al umbral del infarto, mueren en pocos minutos. En 

la zonaperiférica'; con 'u~cflujopor debajo del umbral de isquemia, se originan 

alteraciones de la actividad funcional de las neuronas, pero con conservacló~ de 

una actividad metabólica mínima que preserva su integridad estructural dur.ante 

algún tiempo. Esta zona se ha .denominado penumbra isquémica. Erí e~ta área el 

tejido resulta dañadÓ, el mecanism<:l de autorregulacióri se altefa','la'rea'~~i~id~d ~I 
anhidro carbónico se. mantiene parcialmente~ la transrni~ión ~iriá.ptici!~y: el 

contenido de ATP son· normales y s~ 'produce ~na. disrriiriüéión'~i{~(~J~t~nido de 

glucosa. Lo que conduce a' la. aparición de sln'to~a~ n~~~gÍÓ~'lá~~';: p~~~ ~6 son 

daños irreversibl~s{Gi'1~bergyco1s'.:1~91>·!·'··•W·· ,.,;. ):.···,,.··. ·. _',' 

·-·_·-__ _;_:_ ,:.·- -:' '.- -'.·· .... · :. ,_ '· 
... · .El edem~ · tju~ •aparece durante. 1~· is,c/úeiiii~··.;~·~r~~r~Í}e~::~I res~ltado de la 

acumula~ión. de llquido en· el· interio~.de: 1a~· c¿IJ185; ci~1 intersticio celular o de 
·-· _, .- . . ,·..: ., .. -·.·- ·- - .. - . 
·ambos.En el primer caso, recibe elnonibre'cie'edema citotóxiC:o y en el segundo, 

de edema cerebral vasogénico. El. ed~ina. ¿~;eb°ial '. ¡~·quémico es el resultado de 

tina compleja combinación de' m~éa~is;,,6~ .. C:itotóxicos y vasogénicos que 

dependen, del tipo, extensión, durációrf~'·i~t~~~id~d de la isquemia cerebral 

(Hatashita y cols., 1990). <,.·, . 
. -, -.,·. ·.·::-·_.,,::. -~-'~-

. ··-i;'.~~-
. La glia y las neuronas sonmá's'~~risibles a la isquemia que el endotelio capilar, 

. por lo que el ederna ó~rebr;n~~J'émi8~ es inicialmente citotóxico y se origina por 

dos mecánis;;,~~: ~lie~~~Íórii'd~.:'¡~, pe~,;,eabilidad celular y aumento de la 

... ó~~ol~ridad' intf~c~1~i~'tE;L~':;~ite¡ación de la permeabilidad celular es 

; ~o~secue~Cia del fállo en~rgéúc:o'iricapaz de mantener las bombas de intercambio 

iÓ~ic~. La ósmola~idad auA-ienta como consecuencia de la liberación de glutamato 
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: .. - ·, 

. -- - - -. ; ~- '. - -' . .. . __ 

y d~ la aculllulación ·de productos de degradación. Ambos mecanismos origi~an · .. ·• 

también. un aumento. de la permeabilidad de la membrana celular, con· 

incorporación. de sodio y agua en el interior de las células. 

' ; El.edema ~·~rava el proceso inicial isquémico cerebral por varios mecanismos: 

i~te~~;e: ~~. la hom~cistasis del agua y electrólitos en el parénquima cerebral, 

<<;: t'~1te;ra las fibras nÍielinizadas y tiene un efecto volumétrico que causa compresión 
·. ,:·,,.,'.P·"·''f. •' •",\.·_ ? . .. : ·. ,•_ 

·.:>:~:•'.cie';'.la :cmicrocirculaéión, eleva. la presión intracraneal y origina hernias 

•·. .. f¡~¡i~c~~~b~~i~s: i=abt~rei qlJ~ son responsables de la progresión del edema y del 

·.·.~ · .. ~a~cic~~~l:liai i~i~ial, que en :casos extremos, puede llegar a originar una isquemia 

.:§ /glob~I ;·111·u'erte cereb;al (Castillo, 2000¡. 

>:.•i';.f.Jstific~ciÓn 

\i?'Lk ~~f~r~edad vascular cerebral representa la segunda causa de. mortalidad y 
'_.:; · u~'a de las principales causas de discapacidad en el mundo. La enfermedad 

isquémica constituye aproximadamente el 80% de todos los casos (WHO 2002). · 

Es necesario llegar al concepto de una ventana terapéutica; 'es' d~Cir'; un periodo 

de tiempo durante el cual la aplicación de medidas especrfi6as ·~ermita evit~r la ,, ·.- " 

muerte de las células en riesgo. La investigación del daño;celular inducido por 
····.·;'··'·•; .. ' ·-- -

isquemia es un punto muy importante a tratar ya que, a pesar c:ie 'los estudios que 

se han realizado hasta ahora, no se ha logrado llegar a uii acuerdo entre las 

evidencias moleculares y los hallazgos histológicos, del daño celular producido por 

la isquemia cerebral. 

18 



Objetivos 

Objetivo General 

-Estudiar el daño celular que produce la isquemia cerebral focal en un modelo de 

rata. 

Objetivos Particulares · 

-Analizar el daño celular que se produce por Isquemia ce.~ebral tbcal, en diferent~s .•... 

regiones del cerebro. ·',:: 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Inducción de isquemia 

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de aproximadamente 300 g de pesó, se 

sometieron a isquemia cerebral focal del ·hemisferio izquierdo,· por oclusión de la 

arteria cerebral media, mediante la introducción intraluminal; de 1.m·a sutura de 

nylon 3-0 a través de la arteria carótida interna hasta bla°qu~élr ~I fl~o de la art~ria 
cerebral media (Zea y cols 1989). La inducción de isquenÍi~ ~~·'re~liiÓ~d~rante los 

siguientes tiempos: 5, 10, .11, 12, 13, 14, 15, 30 y 60'rr11.~úí;';~.··;\ '·; 
' ; ' ~- ·:, .. 

La rata fue anestesiada con halotan°, (FluOtall'eAsfr~:z~neca) al 2% con oxigeno 

(v/v). en una máquina Ohmeda Fl~~tec :3. y ~~'sºl~6ó ~n cl~cÚbito do~sal. Bajo un 

. microscopi~. quirúrgi.c6 (OlimpÚs ~T>Ó; : fu~~~p~isí;·la arteria carótida común 

...... izquierda ·ª través de un~. in~is16~'.~~(1él 1 1r~~~-~ íl1e'dia que va del manubrio del 

-~sternón haci~-la.r~gión• d~l.~Ú~~Úlo_:trani~er~o ~~ndibularis, a continuación las 

glándulas 's13livaÍes ·;·f~~~()~ ;rsepir~~ra~ >ca~ ayuda de unos retracto res 

?: p~s'icionápd~n'o~ · 'entrf;·e1 ~·h,Ú~cui? d)g.ástrico. y el esternocleidomástoideo, se 

~~· iA~id_ió ,en -~I ~ú~&ti¿,_h~;hhi~Íd~o.~I cu~I fue dividido, exponiendo la arteria 
1• ~'{carótida comBn.;se·etectuó·disección cortante de 1a carótida común hasta e1 asa 

: '}cleí
0

/Íiipi)g1~s~.>Se:identificÓ.1a. bifurcación carotidea, la carótida externa y sus 

~ :.;/rai:rias occipital y ti;oidea las cuales fueron disecadas y electrocoaguladas. La 

;·;.b~fÓtid~ externa fue disecada en su extremo más distal y electrocoagulada. La 

••.. '/c~~ÓÍida int~i-na fue aislada cuidadosamente del nervio vago adyacente. Después 

de esta disección, se identificó el origen de la arteria Pterigopalatina y se ligó justo 

en la bifurcación con hilo de nylon de 4-00. 

En este momento, la carótida interna es la única rama extracraneal que distribuye 

sangre a la arteria cerebral media. 
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A continua~ión se colocó un nudo suavé. ~e 'sutu;a 6~00 ál;eded~/de ·la ~arótida 
externa y un clip transitorio ocluyó el FSC desd~ el orÍgen de la ·riiisma. Un 

tragmento de dos cenumetros de 1ongitud cie sutura de. nv1or1 3-óocon punta 

redondeada f~e introducido en ella, el nudo' suave fue:ápretádc) alr'ededor del 

~ylon intraluminal para prevenir el sangrado y el clip transitorio f~~ removido. La 

.. sutura de nylon se avanzó suáv~rri~nte d~sde el muñóri):i~.lá carótida externa 

hasta la carótida interna, se continuo hasta qt.ie· 1~·~s'uiu'ra'/ alcanza la arteria 

''cerebral medi~, cerrando el flujo de. sangre d~) é5í~f;; ~~:. iás ·.arterias carótida 

. interna, cerebral anteri.or y cerebral posterior (Fig. S).'} ·::;\ ·.;;: . 
:·. :.~;., ,·<H: ,., 

Para obten e~ lo.s C~ntrol,es de T~nipulación quirúrglga'.(;~!1~) se llevó .acabo todo 

' el· próce~o ·. qui~Útgi~osi~·.1a. i~t~ciducciéÍ~ dé I~ ~~tG~~··ci.~·~/~~~·~·e ,esta. manera ·no 

se ·indujo isquemia cerébral..Los.controles fueron}atás que.se ·sacrificaron sin 

someterlas al procedimiento ya descrito'.· 

Fig. 5 Esquema de introducción de sutura de nylon hasta alcanzar la arteria 

cerebral media (AC med), Arteria Carotida interna (AC int), Arteria tiroidea (A tir), 

Arteria occipital (A occ), Arteria Carotida externa (AC ext), Arteria Carotida común 

(AC com), Arteria pterigopalatina (A pte) (Zea y cols 1989) 
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Procesamiento de material biológico 

Fijación del tejido 

El animal se fijó por perfusión vfa intracardiaca haciendo pasar paraformaldehldo 

al 4% en PBS 0.01 M pH?.2 a través de la vena cava. Posteriormente se extrajo el 

cerebro, y se colocó ·en fijador frfo por una hora y se seccionaron las regiones a 

estudiar: lóbulos Frontal, Parietal, Occipital e. Hipoc~~po: las cuales se 
' ~ . ' ' ... ' ' -· " .. ·.'. - . .. ' ' . : - .' . - . .. 

mantuvieron en fijación por otras 18 horas a A~C trans'd.Jr~ido este tiempo fueron 

deshidratadas en alcoholes graduaies, en. un f)rdc~~a'dor aÜtomáiico de tejidcls 

(Histokinette 2000, Reichert-Jung,.'Americán 'opÚc~b:'se inbiÜy~ro~ ~~ 'l;1ci(¡ü~sde 
parafina y se realizaron cortes de á á 5 i:irn d~ grosci/~~ u.n ~iérÓto~o (~nexo 1). 

Hematoxilina & Eosina 
. . . ·'. :-· 

'. - ·'.·-~-~ . ." '·._· .. , 

Los cortes fueron desparafinados eri Xilol, hidratados en álcoholes graduales, 

teñidos con la técnica de Hematoxilina & Eosi~a /(Ulrik~, ,·1994) y montadas en 

resina Polimount (Polyscience). Las preparacione~' fúeron ··observadas bajo un· 

microscopio óptico Olimpus CH2 (Anexoll). 

Extracción de ADN 

Ratas sometidas a isquemia cerebral focal de 12 y 15 min. asf como controles y 

sham, fueron sacrificadas mediante una punción cardiaca de 1 mi de Pentobarbital 

sódico de uso veterinario, enseguida fue extrafdo el cerebro y se tomaron 

muestras de aproximadamente 500 mg de las diferentes zonas en estudio, las 

.cÚales, fueron congeladas en nitrógeno liquido y molidas en un mortero hasta 

óbteller Uri poJvo fino que fue suspendido en 1.2 mi de amortiguador de digestión, 

_:;2\y.cacl~ una de las muestras fueron incubadas a 37ºC por 3 horas. Transcurrido 

-- . ~it~:ti~n;'pb; 'se'· agregó a la muestra un volumen igual de Fenol-Cloroformo­

Alcollcil lso~milico (25-24-1) y se centrifugó a 1700 g. por 10 min. a temperatura 
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ambiente. La extracción se reali2:~ deis ve~es. Óesp¿és dEl Ja centrif~gación se 

tomó Ja fase acuosa y se transfirió a .un núevo tUbo adi~iona~dó Y. yolumen de 

acetato de amonio 7.5 M y dosvolúrneqes dE! etanolalJOO%: y ~7 centrifugó por 

~ª~E;J~~:~~~1i~~~~~~~l~~!Jit~~f ~t~fü;f.~: 
EDTA (TE 10 mM pH 7.4). Asf es pb~ible ~'1rií'~6enarlo;t~r~~rios meses á 4ºC 

··- ·-·-··_·" "' ,· :·:.;,.·-··' . ·. "-. 

(Anexo 111). 

LM-PCR 

Link Mediated-PCR 

_,-'- ; . .·· 

Durante Ja apoptosis, endonucleasas celulares rompen el ADN entre i:iucl7osomas 

produciendo fragmentos de varias longitudes· en ~úl¡iplos .de• 1 ao-200 ~~r~s de 

bases (Arends y cols 1992). Cuando son scin-;E!tidos a elE!ctrofÓresis en un gel de 

agarosa estos fragmentos aparec~n ~6mci un~ e;calerél. riudE!osoma( ~mpiá de 

células apoptóticas. Cuando e~ po?o> ~I t~jido o las '. c;éÍul~s con E!stas 

características, las marcas no son 'llisibíE!s''() tienen poy definición, por lo que se 

aplica la técnica de reacción E!n ~aden~~d~ i~ p·~li~era~'á focR{ para amplificar la 

señal. Para realizar esf; se.•Ltmi¿ ~I KiÍApoAlertTM Úvi~PtR Ladder Assay 

(Clontech), con el cual se re~1i~Ó 1~··~iguiente. 

Se unieron adaptadore~a Jos fragmentos de ADN mezclando de 4 a 6 µI de ADN, 

. áprciximad~~énte'd:5 i~. 35 µI de la mezcla de ligación del kit y agua estéril 
• - . - .,_' . • -- . ·, - ' ~ .. '•J ' .• 

hasta alcahzar:.un<volÍ.mÍen total de 70 µI, esta mezcla se incubo. a 55ºC por 15 

. min. Ja tem~er~t~·rase redujo paulatinamente hasta 10 ºC en el>lap~o' de una hora 

(R~mpa), en un PCR Perkin Elmer ADN Termal Cycler 480, una J~z tr~nscurrida 
esta se agrego 1 µI de T4 DNAligasa, y esta mezcla se incubó ~.'ar 16 hor,as a 

16°C: 
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'_-­
-',-_, __ -o -

La amplifi~ación p6r PCR f~~ realizada agregancloS ~I de'ADN, .1Ó mr" de LM-PCR 

mix, 2 µId~ DNAp~limerai~ y ~~ua grad6 ~CR lleg~ricio a ~~ .~61uinen t~t~·I de 1 oo 
·' . .· -· .. - -·: ._ .. - . - ' . ,. ,_· .. ·. . .... - " 

µ1 esta niezéla se sometió a.PCR en un:ternioci~lador, Perkin EÍmei;· GeneAmp 

PCR System 2400: . '.'; •; /~ <.' :,; .· · ··· -\, :;, · •· ;~.,~~.),:'.;,. · i > 
--~:_,'/::·-<·\,::~ ->·'- -- ---::,.~· ·;._,~~-.,,, .. -1-, :.~)');,-... :>,- --~.; .. ~:. ·:\;., rr:~: :·:-:-· 

·' . , : -~- _ .. _\-: -~·-_,_ :-;:.:~ .... ;~,;;~?:~:~~~~§::··~-~-~~\:~;,_,i··~~ ::,:A':::;:;;)<_ .. ;,':·0~:;: ;-::._:i:'.·. -~ ':ki'{~-:}~:.::i,:·:_:éi:-~:-<'.~~(~/\:_;;:;-;:,::- .. 5,:'.~·!.~ .. _,~·~;~.· _ -. 
El control negativo se greparó a.gregando la rn•ezcla de. ligación ~in-ADN genómico; 

par~ ei conlroí P·º~:i~i~,it~"i~&~~~~~.~~:~}~1.J~.·~8~ ci~::fJ+ci~;¡~:·¿ciia~~;,.: :,:e :L 
El resultado del F'.CR fu~

7

6orrido'en ¿~ ~elde ~garo~a al i~ ·~n ~m~~iguador 
TAE, utilizand6 'un marcacl~; d~ p~so molecular de 100 pb (Anexo 111). 

Técnica de TUNEL 

Term.inal deoxinucleotidil transferasa mediated dUTP Nick end labeling 

El rompimiento del ADN genómico durante la apoptosis presenta fragmentos de 

alto y bajo peso molecular, estos fragmentos pueden ser identificados por marcaje 

de los extremos 3'-0H terminal con nucleótidos intensos y una reacción 

enzimática catalizada por la deoxinucleotidiltrasnferasaterminal, que polimeriza los 

nucleótidos en el extremo terminal, al estar intensos con fluorescelna los 

pollmeros pueden ser detectados por microscopia de fluorescencia. 

De las muestras de las diferentes regiones cerebrales ya incluidas en parafina, se 

obtuvieron cortes de 3 µm de grosor, los cuales fueron montados en portaobjetos 

tratados con silano desparafinadas e hidratadas. Los tejidos fueron sometidos a un 

proceso de permeabilización para permitir el paso libre de los reactivos al núcleo 

celular, que consistió en sumergir las laminillas en amortiguador de citratos en un 

vaso de Kopling de polipropileno en baño Maria, sometido a 5 min. de irradiación 

en un horno de microondas a 750 Watts, cuidando que el amortiguador no se 

evaporara .. La~ laminillas se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se lavaron 

conPBS en dos '?casiones por 3 min. y se incubaron con Proteinasa K (20 µg/ml) 

por··15 min •. en:•. una cámara húmeda a temperatura ambiente las laminillas se 

enjuagaron con ¡:>SS en 2 cambios de 3 min. 
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Por último, se ~~liÓ~ I~ ~~ución de permeabilización-por2 min. en hielo\ s~. 
enjuagaron con PBS :1as secciones se secaron muy bien alrededor p~ra ~vltarq~e 
los reactivos s~ diluyeran. Se adicionó la mezcla de TUNEL conténid~ e~ é1' kit~;Ín 
SituCell Death Detectio~ Kit Fluorescein" (Boehrenger Mannhei0i)~''i'asJ~rT1inill~s 
y fueron inéúbadas én oscuridad en una cámara húmeda por 30·,:;;¡~·. í:i''31oe lo~ 
cortesse enjuagaron como ya se menciono, se contratiñéro~' l()~'.¡i~Ú~1~6~ con 

Yoduro de PropidÍo (1:60 en PBS) por 15 minutos'y'' f~~rÓh';~~jJ~,~~da's, a 

. continuación se montaron con Vectashield Vector, eÍ. cUbr~ .• bbj~i?~''!~Ef~ s'~i1Ó ~on 

. barniz de uñas. Como control negativo se utilizó una~u~~Ú~a l~'qü~ ~e le ~gregó 
la mezcla de TUNEL sin la enzima (Transferasa terminal)>borno control positivo se 

uso una laminilla que fue sometida a una digestión en~imática con Dnasa 1 durante 

10 minutos en cámara húmeda (Anexo IV). 

Procesamiento de muestras para microscopía electrónica · 

Las ratas isquémicas, Control y Sham fueron _ fijadas . por perfusión con 

glutaraldehido al 2.5% - paraformaldehido 4% en PBS : Se obtuvieron las regiones 

en estudio, fueron fijadas por inmersión du;ant~;' 1 h~ra y, _se cortaron en 

',;: "fr~gmentos de 3 mm3 y se sumergieron en fijad6~ d~ra~t~ 1 hora a 4ºC, una vez 

· ;<.ti~n~currid'o este tiempo se enjuagaron en PBS por 15 min.,· se postfijó con 

/;.~:'~t~t'~aoxido de osmio al 0.5% en PBS por 1 hora, Una vez: más se enjuagaron, 

.c.~ p~s-teriormente se deshidrataron en alcoholes graduales y se preincluyeron en 
'¡ v' '• \ 

'.J uiia mez~la 1:1 de acetona absoluta-Epon durante.24 horas a 4°C, se incluyeron 

\.• ~-~.-res!na epóxica y se polimerizaron a 60ºC durante 12 a 18. 

S~ ~bfuv'ie'ro'ri cortes semifinos de 1 µm de gro~or, que se tiñeron con Azul de 

Ta'1·~idin~--~~ f~eron. observados bajo el . miéroscopio .- óptico. Se· obtuvieron cortes 
- • •• ·~:." - _ .. " -- ·- - ' = - - '. . . . 

- /~ Ültrafinos;él patrón gris-plata del espectro de 19s·c'o1ores de interferencia, fueron 

: contiastaci65 con acetato de uranilo y ditrato de~ plomo metales pesados y 

observado~ en un microscopio electrónico de transmisión Carl Zeiss EM10-A 

(Anexo V). 
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Resultados 

Hematoxilina & Eosina 

El estudio microscópico con la tinción. de. H & E nos permite valorar desde 

perspectivas panorámicas el tipo de ·tejido, patologla y acompañantes 

morfológicos, (hemorragia,' nE!~r~sis ,ihflamaé:iórí etc.); es el estudio básico desde 

el punto de vista morfológico/ esto no~ per~itió ; reconocer cambios en las 

muestras observadas. 

Controles 

Se encontraron neuronas con urí núcleo prominente redondo de color azul con un 

n~cléolo muy 'intenso.' así' corno' un,' citoplasma de tono rosado con límites de 

membranas nucleares .y citoplásmicos bien definidos y regulares los astrocitos 

presentaron tamaño normal (Fig; 6). 

5 minutos 

En el lóbulo ·frontal se observaron células con citoplasma y núcleos conservados, 

· ,' ílC>' obstante se encontró leve de edema vasogénico caracterizado por incremento 

en __ el ~spacio entre el vaso y el tejido adyacente. En el lóbulo parietal, las células 

:/presentan núcleos conservados, con una tinción de hematoxilina adecuada y 

< .. citoplasma teñido por la eosina, y se sigue presentando leve de edema 

:.·~asogénico: En el lóbulo occipital se presentaron estos signos pero las células de 

·la glia'presentaron daño por hipoxia. Estas caracterlsticas también se encontraron 

en la· región del hipocampo en el que la glia mostró cambios que consistieron en 

células con encogimiento, basofilia, y un intenso edema citotóxico. 
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10 minutos 

A este iiempo en el. lóbulo frontal, en las células de la glia se observó 

· encogimiento nuclear y citoplásmico, con basofilia maréada. Se noto edema 

citotóxicoy se pudo ver también ~n aumento del edema vasogénico. En el lóbulo 

parietal se observ~~ los rn_ismos cambios a nivel de la microglia. indicando muerte 

celular por necrosl~.1:;,·~11'.ób~lo occipital se encontró un incremento de áreas de 

·ne~r~sis; En J1'c~s'o ~e l~regiÓn del hipo~ampo en las regiones que rodean al 

rnism~ se ~re~é~ta;or1 áreas de necrosis, con los signos ya descritos en los 

, Íób~los fícii,ia(p~rÍet~i'y bccipital pero este daño aún no se hizo evidente en las . . .... - .... ·~· - '• ... . 
':céiulas"quelo éonforman. 

·~'- . . - . , . 

inducción de isquemia cerebral por este periodo de tiempo, produjo daño 

·generalizado en el lóbulo frontal (Fig. 7A), en donde se encontraron conjuntos de 

células· presentando marcada picnosis y edema citotóxi~~.·· sin embargo entre 

·. est~s z~nas de dalio se encontraron regiones de cara'cterf~tic~s preservadas, en 

donde se observaron células eosinofflicas, con una fige~a disminución en el 

volumen citoplásmico, ·ligera alteración de la membrana nuclear y ausencia de 

edema citotóxico. En el lóbulo parietal (Fig. 78) se repitió este patrón de 

alteraciones, pero, el deterioro aumentó en la región occipital (Fig. 7C), en la cual 

las células con eosinofilia se presentaron en mayor número. En la zona del 

hipocampo, en comparación con lo observado a los 1 O minutos los cambios fueron 

más intensos pudiéndose distinguir células que presentaban las mismas 

alteraciones encontradas en las otras regiones analizadas (Fig. 70). Estas 

observaciones nos dieron la pauta para realizar un análisis de las alteraciones que 

produce la isquemia cerebral en tiempos intermedios (11, 12 13, y 14 minutos), 

con ef fin de observar íos cambios histológicos que se van presentando que 

permitan encontrar indicios del momento en el que se comienzan a hacer 

evidentes las diferencias morfológicas que fueron encontradas en el lóbulo 
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occipital y en la región del hipocampo. En el occipital los cambios consistieron en 

la presencia de escasas células de la glia con pérdida del volumen citoplásmico y 

basofilia marcada, en este momento también se encontraron neuronas de color 

rosado resultado de la· eosirÍofilia y ausencia de edema citotóxico. Estos resultados 

coinciden con los ·hallazgos. en el hipocampo en las observaciones de tiempos 

intermedios. 

12 minutos 

Las observaciones más importantes fueron encontradas al minuto 12 en el que se 

encontraron células de la glia que mostraron pérdida del volumen citoplasmático y 

basofilia marcada, asf como zonas de necrosis ejemplificadas por las neuronas, 

formando grupos de células que presentaron cambios propios de hipoxia como 

una linción basofílica, pérdida del volumen citoplásmico y edema citotóxico, las 

características se mantuvieron en la zona del hipocampo y el lóbulo occipital, pero 

algo que también compartfan estas regiones era la presencia de células con 

características diferentes como eosinofilia muy marcada, citoplasma conservado, 

membranas nucleares y citoplásmicas en buen estado y ausencia de edema 

citotóxico, opuesto a la necrosis. Las células con las caracterfsticas mencionadas 

se presentaron de manera esporádica por la superficie del tejido. Las 

observaciones parecfan indicar que en este momento se estaban presentando los 

primeros signos de cambio no necrótico lo cual hizo pensar en cambios 

apoptóticos (Fig. 8). 
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LM-PCR 

Para confirmar la presencia de apoptosis se busco el rompimiento característico 

del ADN para lo cual se amplifico la señal con ayuda del LM-PCR. A Jos 12 y 15 

minutos en la región del hipocampo se encontró el patrón caracterfstico del 

rompimiento del ADN en escalera. Al compararlo con el marcador de peso 

molecular, mostró bandas,con pesos moleculares correspondientes a múltiplos de 

180 a 200 pares de bases (Fig. 9). 

•·.TUNEL: 

.. La incorporación de n~cleóti.dos intensos con fluoresceina en los extremos 3'-0H 

, mediadk pi;;- 1.~:rd{ rrio~tró a los 15 minutos en la región occipital una señal 

. · positi~~ d~~ot~d~ f,:Cir ~J;in~'~caj~ de célula~ aisl~das, Jo qué mostró a ia cromatina 

'···adosada élrélperlferia'd~J ~Úde~'pr~se'~tan"d;, lln'patrón.d;;anillo ya que.el centro 

del núcleo ~s de c6lor, ~~~'ro '~·{~~Je; ti~6r~'.~~~;•'1lc~ri.int¿rna de Ja membrana 
···'..\: .. , ,,· 
,·,;-, nuclear. 

Para la región occipital en el rTllhuto 12 \10 ~e encontró una señal positiva, está 

sólo se presento en la región cl~J 'hip~ci~mpo donde las señales se asemejaban 

mucho a íos vistos en los 15 minutos, con Ja salvedad de que Ja señal se presenta 

en menos células (Fig 1 O). 

Microscopia electrónica 

En los cortes semifinos se observaron condensaciones ligeras de la cromatina en 

la cara interna de la. membrana nuclear, la cual presenta también alteraciones al 

igual que la membrana celülar en las regiones hipocampo y occipital a los 12 y 15 

minutos ... Enlos;.~~~~~ultrafinos contrastados con uranilo-plomo se pudo ver que 

las cond~il~~ci~~e:'i'J,de la cromatina en la membrana nuclear presentaban un 

é:•'~)J;.tréJ¿ d~;~.2~u~r~~'e'·perlas", junto con esto se pudo observar el buen estado de 
"' .. ·., . -: ,, .,. . . -..... "·· . , .. "~. . . . . 

.·: . mitocondrias;·asf1conio de retículo endoplásmico y otros organelos lo cual se 

.· .•.• d:~nlbstr¿a·I c6m~~rarlas con las muestras control y Sham (Fig.11). 
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Fig 6. Micrografías 40X de las cuatro regiones a estudiar lel\idas con H & E. A) lóbulo 
frontal, B)Lóbulo parietal, C)Lóbulo occipital, O) Zona del hipocampo. Se ~ núc1eoa 
de gran tamat\o bien definido& con membrm- celuleres muy ragularw. 
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F"ig. 7 Micrograflas 40 X A)Lóbulo frontal, B) Lóbulo parietal, C)lóbulo occipital 11 O) 
Reglón del hipocampo. En iier-al ae ven células picnólic;ae con ~ edematONll, 
también se pnJNntan a.lulas eosinófiln con ligera perdida de volumen citoplésmlco 
(Flec:has). 
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Fig a. A y B corresponden a la zona del hipocampo y e y o al lóbulo occ:ipital en et minuto 
12 de isquemia y tomadas a 20X y -40X rnpectivamente en el detalle podemoe vw ,_ 
claras diferencias de tinción entre las céluln normales y laa prwsunt. apoptotlcas, aal 
como imlgularidades en rnembra1n nucleares y cltopljemicaa. 
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Fig.9 Corrimiento de LM-PCR en gel de agarosa que deja ver los peldallos formados por 
el rompimiento del ADN, el ITllll'Clldor de peso moleCIJl8I" mU99lnl que estos ae encuenlran 
en las regiones de múltiplos de 200 pb. 
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Fig.10 Células positivas a la adición de nucleótidos marcados con fluoresceina. A)Control 
(+)tratado con Dnasa, B)Lóbuto occipital 15 min de isquemia C)Zona del hipocampo a 12 
min de isquemia, O)Detalle de hipocampo. Es posible apreciar la fluorescencia en anillo 
correspondiente a fa condensación de la cromatina. 
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Fig.11 (A,C) Cortes de 1 µ teñidos con azul de toluidina de el lóbulo occipital y la región 
del hipocampo en los cuales podemos ver condensaciones de la cromatina así como 
irregularidades en las membranas. (B,D) Cortes ultrafinos de las mismas regiones en las 
que se observa un patrón de condensación de la cromatina similar a un collar de perlas. 
En D es posible ver un retículo endoplásmico dilatado (flecha). 
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Discusión y Conclusiones 

La isquemia cereb~al_ focal es p~oducto de una 'obstrucción · arterial-trornbótica o 

embólica,' que habitualmente nunca es completa, ya qúe existe un aporte colateral 

más. o meno~ ... ·i~p~rtante/Lo'·~u~'c.re~.:ú~ érea:,denolliinada de penumbra 

isqué~ica, en la que
0

si bien ~l·fl~jd ~erebral"eÍs m~~c)·;·~1'ri6rlTiá1 aún se preserva la 

capacidad rnetabólic~ d~ 'la~ 'célul~f ~i:i;ú~i:l~·~Í~s/,T~irií:íiJ~ •permite conservar las 
" . ' . ~ ..... ·. ' . , ~ .,,.. .. . 

neuronas y sí se superé! la caus~ de. la ,trombosis; recuperarías. Ya pasado un 

tiempo comprendido entre 30 y 60 m'iíl,út~~ I~ 'lesión se hace irreversible (Naveiro y 

cols. 1998). 

En la realización del proyecto, el modelo. del bloqueo del flujo de sangre implica 

una técnica poco invasiva, que reproduce de manera fiel el efecto de una ataque 

isquérnico, acompañado def daño neuronal relacionado con el (Zea y cols. 1989). 

Las señales que sugieren apoptosis aparecen en los modelos animales de 

cerebro isquémico global (Papas y cols.1992; Shigeno y cols. 1990; Tartosa y 

cols.1994) y focal (Linnik y cols.1995; Du y cols.1996) siempre a tiempos largos y 

en casi todas las ocasiones con reperfusión, lo cual incrementa el daño el daño. 

El presente trabajo fue realizado para investigar la probable participación de la 

apoptosis. corno respuesta. al dañ~ isquémico y el tiempo mínimo en el cual se 

... pres~~·tá~ está~ ca~bios. Usando la técnica de hematoxilina y eosina se logró 

identificarlos cambi~sque nos hacen pensar en la presencia de apoptosis como la 

tinción diferencial que presentan las células apopléticas y los cambios en la 

.·integridad membrana! y cambios en el núcleo (Yi y cols. 1997), sin embargo, esto 

fué corroborado con técnicas más sensibles para poder correlacionar las 

observaciones histológicas con las técnicas moleculares. 

Nuestros resultados con fa técnica de LM-PCR mostraron una aparición def patrón 

característico en escalera resultado del rompimiento del ADN en las regiones 
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internucleosómicas, a los 12 y 15 minutos en la;región'c:lel hipocampo,\,; no se 

presentó pa~~· lo~ . lóbul~s occipital~s de I~; miJhios ti~rnp6~. ~~t~ s'e ·~trib~ye a. 
- . . . i , ' ' - - , .-·, - . - ' . "• . ~' ' - - . -

que· en elocdpital de 12 minutes ia pre~encia dS'célula~ con' características 

apoptÓticas posible~ente. no so? ~;~.fici.eri.~~~-.·~\Í:~)~.r.~~:s:i.~,~-·~71 '~it; /i~i0_:2:::. '. . 
. · .•. · y •. •.. . ; /~'j;:·,_,_<,VY,~./::;:t5:~·\:;J/ .. <- .... ·. 
Sabiendo .que una de las señales más'.~aract~ríst1cas{de:1a.:apoptosis es el 

· rompimiento··.·. int_~m1uc1e~~~~~1-,~~-1.lfüé.~é-~:r,'.\~.rH~~~~t~~,'.~~f -\~9éX.~~-,-.:~,~tos. 
fragmentos .pueden .ser vist()s:de manera\directapor_la t~é:nica ~é'.TUNEL (l\\faLy .. 

cols .. 1995; MacM~n~i r1 .~§1i/1.~.~~-;_füo/~,~~:;g~1~~:1:~?:~~:;_~~~€~~~~e~·s:~~~}f ~fo.9 ión .·. 
del hipocampo a los 12 minutos y•en··e1 hipocampoyoccipital a los·.15 minutos un 

O ', . ,;·:.> ;;.;_}'::,, fr:·'.>c·;:_,i:,:?:'..··.",)'.,l),·;~:·t\~(~';:,'.~i·.'~:.·;:¡~-~-·¿ .:' ''-:_-'.'.-'.'.;.(·;. '. :·. • --'."',-.. ;::· .'/:.< ,· '._:> :- ·; .•. ·1•.'. . 

marcaje positivo que se piensa se debe:a·quela reglón del hipocampo recibe poco 
... _ . ·.: ._-.:<·,,-_ .. -;-1~--- . --::::-'.:,,::):-;i:??-',,,:~·;_~~;¿:,;::~:~\\~~?·;.;·::"''":'i~7:·:'i:~"-.-'::~··: '" --.1~." -~).-.. ;. ~,· .... · 

riego sanguíneo colatera1;-1·s1endo: alimentado principalmente por la arteria cerebral 
·. • ' ' "·.: ·,-~<:: .::-:.;::"·<.-,,;o:.~'.··:,-;.~;1r,f-,:·~1'.{:::.\.-\-'l':~-'°;:·.:-?~!/:-·.~:.~·:ú'·~~·;,,-,:->.:~;<,~ .. -:, -, 

media, de la rnisr?la manera pare~e ser, que hf y unarelación de proximidad con el 

._.,,. ::::~!s;u::.e pr6~¿~~~~)n,~?e0~~~J?,r{·~ei'á~~~ de daño que se presenta un 
' . . . .. ; . ..:.:·· 

. -/:}. ' ,'. 

Aparte. de los c~~biÓs • ~~l~~~lar~s; las células apoptóticas presentan cambios 

! morfológicos muy caracterí¡;Íicos como el encogimiento celular y la condensación 

de la cromatina entre otros. Al observar las condensaciones de la cromatina con 

el apoyo. de la microscopia electrónica nos dimos cuenta de que presentaban un 

patrón de collar .de perlas en las partes internas de la membrana nuclear así como 

conservación. de. la: integridad de los organelos y de la membrana celular, lo cual 

nos muestra un proceso organizado de degradación (Brown y col. 1972). 

Nuestro estudio sugiere que los daños por necrosis se inician prácticamente con la 

apariCión del infarto. Opuesto a lo sugerido hasta la fecha, el daño por apoptosis 

se presenta en tiempos mucho más tempranos. El mayor aporte de nuestro trabajo 

es que a los 12 y 15 minutos de isquemia cerebral focal, en el lóbulo occipital y la 

zona del hipocampo encontramos daño al ADN y células apoptóticas junto con 

áreas de necrosis. Nuestros datos proveen evidencia directa de presencia de 

apoptosis después de un corto periodo de isquemia cerebral focal. 
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Otro dato importante es la presencia conjunta de. necrosi~ y apo'ptosis y en una 

relación muy cercana en nuestras obseniacion~s;:: L~ •;c'oíijun,ción de estado 

necrótico Y.apoptótico nos sugiere que pueden ten~r part~ cornún en las señales 

del microambiente extracelular, y que las ruias d~1"ap~~tcisis y necrosis neuronal 

pueden no ser tan distintas e incluso' qÜé Úr{crú'ce de vlas de señalización e 

inducción pueden existir In vivo (Yi y cols.:,1:997);:·:;·.;;Úf:. ·~.,,· , 
.·.··--.' ;:1 •_-,;:¿¿,·.::.: 

····<·· '" 

Estos datos aportan la posibilidad de qte,1~ 1 a~B'piÓsis contribuya de manera 

importante en el daño celular e~ el,áre~'ci~"inf~rtJ''.~~~~br~I en ratas sujetas a un 

tiempo corto de isquemia cereb;al foc~i si~·'fep~'~u~i6~: · 
"; ~ '' :;<', 

No obstante el diseño experim9,ntarno.nos permitedeterminar cúal es elindu~tor 

de estos daños. Por ell~. es' ne~~s~rio r~~Ji~~r ;Ún 'e~tJdio bioquimic~ de, j~s •. 
distintas rutas para determinar c~~I es el papel que júeg~n e~ este proéeso: el ' 

estrés oxidativo, la expresión de genes y el. procesamiento postraduccional de 

protelnas, asl como la potenciación· de los daños resultado del daño isquemia 

reperfusión, y asl poder esclarecer su papel en las diferentes formas de muerte 

neuronal. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.4 

Solución Acida (A) Fosfato Acido de sodio NaH2P04.H20 (PM 137 .99) 

13.79 gen 500 mi . 

Solución Báslca (8) Fosfafo Básic6 de sodio N~2HP04. 7H20 (PM 268.07) 

26.80 g en 500 mi ·· 

Adicionar la solución AcÍd~ :a j~· s'á'sic~ lentamente hasta obtener un pH de 7.4 NUNCA 

alreves. 

Amortiguador de fosfatos salinos (PBS) 

Diluir .1: 1· el amortiguador de fosfatos 0.2 M y agregar 0.8 g de NaCI por cada 1 OOml 

Paraformaldehido 4% 

4 g de Paraformaidehido se adicionan por cada 100 mi de amortiguador se agitan en 

plancha caliente (no más de 60 ºC , ya que si se excede esta temperatura el 

Paraformaldehido se transforma en Aldehido) y dentro de una campana hasta que quede 

transparente, en caso de que la solución quede turbia se agregan unas gotas de NaOH 1 

M, después se enfría a temperatura ambiente y se almacena a 4 ºC. 

Procesamiento de material biológico 

H20 

Alcohol 70% 

Aicohol 80% 

Alcohol 96% 

Alcohol 96% 

Alcohol 100% 

Alcohol 1 00% 

Xilol/Alcohoi 1: 1 

2 baños de Xilol 1 00% 

2 baños de Parafina 

Los tejido deben de sumergirse una hora en cada uno de ellos. 
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Anexo 11 

Hematoxilina & Eosina 

Desparafinar e Hidratar 

Dos baños de Xilol de 1 O min. 

Xilol/alcohol absoluto 1 :1 por 3 min. 

Dos baños de alcohol absoluto por3 min. 

Dos baños de alcohol 96% por 3 min. 

Alcohol 80% por 3 min. 

Agua corriente por 3 min. 

Preparación de Hematoxilina de Glll 

H20 destilada 730 mi 

Etilenglicol 250 mi 

Hematoxilina anhidra polvo 2 gr 

Yodato de sodio 1 O - 200 mg 

Sulfato de aluminio 17.6 gr. 

Ac. Acético glacial 2 mi 

Filtrar 

:).¿ s61u~ió~ M·~d;~ 
\i.· ;; Eci'~i~a "· · · :' 1 g~ 

:'; ''.";,'',:.H;O ?'' ··.'i:· :20 nil 

''}'i 7~~iiols6o/.· (ao · rri1. 
··-.r~;;·: ::/~·-,_· .. 

::) ~6;~~i¿~ d~ trab~jo 
'· .: .: Una pa.rte de solución madre 

. T~~~ partes de Etanol 96 % 

1 mi deAc. Acético. 
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Deshidratar 

Agua corriente por 3 min. 

Alcohol 80% por 3 min. 

Dos baños de Alcohol 96% por 3 min. 

Dos baños de Alcohol Absoluto por 3 min. 

Dos baños de Xilol /alcohol 1: 1 por 3 min. 

Montar 

Anexo 111 

Amortiguador de digestión 

100 mM NaCI 

10 mM Tris. CI pH 8 

25 mM EDTA pH 8 

0.5 % Dodecil Sulfato de Sodio 

O. 1 mg/ml Proteinasa K 

Acetato de amonio 

Disolver 385.4 g de Acetato de amonio en 150 mi de Agua 

Aforar a 500 mi 

Amortiguador TE · 

10 mM Tris. CI pH 7.4 

1 mM EDTA pH 8 

EDTA0.5°M 

< Sois~e1Ja 186:1~N'32EDTA.2H20 en 700 mi de H20 
' •o-.!· ._,':;j.'.•• > ,,,-. ,. '.::_. • • . ' ' -· -

. ; , Ajust~r elpH a 8 con 10 mM de NaOH · 
· ., Árorar hasta u~ litre 

.· 11\4.°Tris.ÓI (Disuelva 121 g ba~e"Tris ~n BCJO mi H20) 

. . Ajiistar el pH deseado con HCI co~cenir~do afo~ar hasta un litro) 
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LM-PCR 

Rampa 

55ºC 15 min. 

45ºC 15 min. 

35ºC 15 min. 

25ºC 15 min. 

10ºC 10 min. 

Amplificación 

72 •e a min. 

Correr 20-35 ciclos 

94 •e 1 min. 

72 •e 3 min. 

72 ·e 10 s 

Finalizar con 

72 ºC· 15 min. 

4 ·e Dinfinito 

Control Positivo 

Use 2.5 µI de control ADN Timo de Cordero en 700µ1 de mezcla de ligación y proceda con 

el protocolo normal realice 20-25 ciclos de PCR. 

Control Negativoo 

Use 35 µI de Agua Grado PCR y 350µ1 de mezcla de ligación Seguir 'el protocolo normal 

realizando 20-25 ciclos. 

Amortiguador para electroforesis TAE 50X 1 litro 

242 g Tris Base 

57.1 mi Ácido acético glacial 

37.2 g Na2EDTA.2H20 

Aforar a un litro 

pH 8.5 
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Gel de Agarosa 2 % 

Agregar 1.6 gramos de agarosa en 80 mi de amo.rtiguador TAE 1X en un matraz de 200 

mi. 

Calentar por 1 min. En horno de micr~ondas:: · 
Esperar a que enfrle un poco y agr~g~r 1~1 de Bromuro de etidio. - •· . ' ~ - ) . . 

Verter a la cámara de electroforésis,'·dejafgeliftcar por 30 min. 
' \",!>. ·:-~\~ . 

Muestras para correr en ·el gel. . ·'·" •. .•. . . 

Tomar 20 µI de ADN amplifica:do'.y me~clar con 1.50µ1 de Amortiguador 6 X en un tubo 
ependorf de 0.5 mi. ,.:~.:. ·::~_:, ~'.:·. 

Utilizar control de peso molec~lar:de 106 pb · 

Amortiguador 6 X 

0.3% Azul de Bromofenol 

0.3% Xilen Cianol FF 

10mM EDTA 

97.5% Formamida desionizada 

Anexo IV 

3-aminopropiltrletoxlsilano SJLANO 

Es una substancia que permite la adhesión del tejido al portaobjetos y resista el trato que 

se le da a Jo largo de Ja técnica. 

Solución de Silano 2% en Acetona 100% 

Colocar las laminillas en un vaso de Kopling por 3 min. 

Enjuagar 2 veces con agua destilada por 5 min. 

Colocar en rejilla de metal para secar a temperatura ambiente o en Ja estufa a 37 ºC 

Irradiación de Microondas con Amortiguador de citratos 

Amortiguador de Citratos 1 O mM pH 6 

Ácido 0.1 M de Ácido Cltrico 

Base 0.1 M de Citrato de Sodio 

Solución de trabajo 9 mi de Ácido+ 41 mi de Base Llevar a 500 mi con agua desionizada. 
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Proteinasa K 

Disolver 20 µg/ml en 1.0 mrvi Trls/.HCI pH 7.4 

Solución de Permeabilizaclón 

Mezclar 0.1%.de TriÍon x'-100 en 0.1% Citrato de Sodio 

· . Mezcla de TUNEL para una laminilla . . . . ' . ' ... ,..~ 

.. 3 µI de Solución enzimática 

' '27 ~I cié S~lu~ión de Marcaje 

.·{; > .. -\: J.\.''.:~.·:f:, 
·· ·• '. control Positivo 

.. 'T~jid~ incubado con Dnasa 1 (12.5 µJ de Dnasa + 50µ1 Cl2Mg 25 mM + 32.5 Amortiguador 

1XPCR) 

Control Negativo 

Se agrega solución de marcaje sin transferasa terminal enjuagar 2 veces con PBS 

Anexo V 

Microscopia Electrónica 

Preparación de fijador para microscopia electrónica 

Se agregan 10 mi de Glutaraldehido al 25% por cada 100 mi de Parafornaldehido al 4% 

en PBS 0.01M pH 7.2 

Deshidratación 

Alcohol 70% 10 min. 

Aléohol 80% 1 O min. 

Alcohol 90% 1 O min. 

Dos cambios de Alcotío1100% 10 miri: cada uno 

. 065 ;;~~bios de A6etona 10()%,:i O mi~. cada uno 
. ·. . . ." '·. .· 

Las muestras se preincluyen enºuna solución 1:1 de resina epoxica y acetona 100% por 

· toda la noche a 4 •e . · . 
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Preparación de resina hldrofóblca EPON 

Epon 812 (Polimero) 4.3 mi Ether Glicidico 100 

. DAS (Endurecedor) 4.3 mi Dodecenilsuccinico Anhidro 

: NMA (Plastificador) 1.96 mi Metilnorboneno-2,3dicarboxilico anhidro 

DMP (Catalizador) 0.33 mi Dimetilaminometil fenal 

Preparación de Azul de toluidlna 

· A2:ui dé Toluidina 1 gr 

i~t;~borafo de Sodio 1 gr 

;Ag~~de;tilada 100 mi 
', <~': ;~ 

,•, \ ;::·\;."<: 
' 0~; ,, Prep~raciÓn de Contrastantes 

' ' , . '::::" ,; .. l -~:" .. ~ 
~:~;:): ·:'\ ~ii¡ . : Í·"· 

;,;ii·:~Citrato de plomo 

:t!':}t~'.-A'~r0'ir agua destilada y esperar a que alcance temperatura ambiente 

:}1·;j·~~rl~t:~ ~~3 agg~=d~~:~g~:t~~:mo en 1 o mi 

, i/;":~ACiicicinar gota a gota NaOH 10 N hasta llegar a pH 12 

, ,. ~~regar un poco de aceite mineral 
··- '-.:.~._-_-, ¡ 

. centrifugar 15 minutos a 300 rpm 

Acetato de Uranilo 

Hervir agua destilada y esperar a que alcance temperatura ambiente 

Agregar 0.3 g en 1 O mi de agua destilada hervida 

Disolver en agitador magnético 

Agregar NaOH 1 O N hasta alcanzar pH 4.5 
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