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Rl!l8UKEN 

La enfermedad vascular cerebral isquémica es una causa impor­

tante de mortalidad y de incapacidad funcional permanente en 

paises desarrollados, y hasta el momento los recursos terapeOti­

cos han resultado poco satisfactorios. Además de la promoción de 

medidas preventivas, se realizan grandes esfuerzos por encontrar 

tratamientos que permitan reducir el dano neuronal una vez que se 

ha instalado un evento isquémico. Uno de los mecanismos finales 

de lesi6n celular es la entrada abrupta de calcio mediada por 

canales dependientes de voltaje o por receptores NMDA al interior 

celular, que conlleva a la destrucci6n de las membranas y el 

citoesqueleto. En este campo, la posible utilizaci6n de fármacos 

que bloqueen los canales de calcio ha sido prometedora. 

En este estudio, se decidió probar la utilidad terapedtica 

de un bloqueador no competitivo del receptor NMDA (MK-801, 

mg/kg intraperitoneal), para reducir la extensión del dan.o neu­

ronal en un modelo de oclusi6n de la arteria cerebral media en 

rata. El MK-801 se administró 10 minutos antes y 1 hora después 

de la oclusi6n y los resultados se compararon con un grupo con­

trol (oclusión sin medicamento). 

Encontramos que la administración de MK-801 redujo signi~i-



cativamente el área de infarto en relación al grupo control 

(p<0.05), con una may~r efectividad cuando se administra de forma 

profiláctica (10 minutos antes de la oclusión). Sin embargo, 

encontramos que las ratas tratadas con este fármaco presentaron 

mayor deterioro neurológico post-oclusión que el grupo control, 

en relación quizás a una interacción del MK-801 con el anestésico 

empleado (hidrato de cloral). 

En conclusión, nuestros resultados sugieren que el MK-801 

puede ser efectivo en la prevención de dafio neurológico post­

isqut!mico, y que su mayor efectividad se presenta cuando se 

administra de forma profiláctica o inmediatamente después de 

instalado un evento isquémico focal, sin embargo, antes de reco­

mendar su aplicación clinica, deberán definirse sus posibles 

efectos colaterales. 
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Zll'l'RODUCCZON 

La enfermedad vascular cerebral (EVC), después de las en­

fermedades cardiacas y el Cáncer, ocupa el tercer lugar como 

causa de muerte en la mayoría de los paises desarrollados. Cada 

ano se registran alrededor de 85,000 6 más muertes en los Estados 

Unidos y casi un millón de personas logran sobrevivir al ataque 

sufriendo secuelas, muchas de ellas incapacitantes. A pesar de 

que la incidencia de la EVC ha ido disminuyendo en los ültimos 30 

anos, todav1a se constituye como un problema importante de 

salud publica con un alto costo social (1). 

Hace aproximadamente 10 anos, se propuso que la necrosis 

neuronal en la isquemia, hipoglicemia, y el status epiléptico se 

encontraba íntimamente relacionada con la entrada de calcio al 

interior de neuronas que son selectivamente vulnerables debido a 

que poseen una alta densidad de canales de calcio dependientes de 

voltaje (CCDV) y de aminoAcidos excitatorios (AAE). se demostr6 

que la pérdida de la homeostasis del calcio conduce a dafto celu­

lar debido a una lip6lisis y proteolisis incontroladas, las 

cuales causan dafto a la membrana plasmática y degradaci6n del 

citoesqueleto (J,4,12). Un mecanismo importante que determina la 

entrada exagerada de calcio al interior celular estA condicionado 

por la activación de canales de calcio operados por agonistas, 
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notablemente por el L-glutamato y otros AAE relacionados. Aunque 

los AAE pueden también dañar a la célula a través de una entrada 

anormal de sodio y cloro, con su efecto osmótico concomitante, 

existe acuerdo en que la mayor parte del daf\o celular se encuen­

tra condicionado por el calcio (J,16). 

El calcio normalmente entra a la célula a través de uno de 

los tres tipos de canales de calcio (designados como L,T y N), 6 

a través de canales en los receptores a L-glutamato que también 

son de tres tipos, a saber, los activados por N-metil-D-aspartato 

(NMDA) , kainato (K) y AMPA (A) (marty, cotman) • Los receptores a 

kainato y AMPA (también conocidos como no-NMDA) , son permeables 

principalmente a cationes monovalentes (Na+, K+ e H+), mientras 

que el canal regulado por NMDA lo es al calcio. El receptor NMDA 

es bloqueado por algunos antagonistas competitivos, mientras que 

el canal asociado al receptor es bloqueado por el magnesio y 

otros antagonistas no-competitivos como la ketamina, fenciclidi­

na, y compuestos como el MK-801 (dizocilpina) (11,13). La hip6te­

sis ex·citot6xica del daflo neuronal asociado al calcio se apoya _en 

resultados que han demostrado que los antagonistas competitivos y 

no-competitivos del receptor NMDA son capaces de reducir el 

tamaf\o de infartos experimentales causados por isquemia focal 

(7' 13). 

De acuerdo a esta hip6tesis, el daf\o celular puede ser preve-
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nido por: 1) Bloqueo de la activación del receptor a glutamato, 

2) aumento de la actividad de neurotransmisores inhibitorios, 3) 

bloqueo de la entrada de calcio al interior celular, 4) inhibi­

ción de la actividad de la prote!na kinasa e y 5) protección en 

contra del dafio celular. 

En este trabajo, se decidió comprobar la utilidad del MK-801 

(un antagonista no competitivo del receptor NMDA), para reducir 

el tamaf\o de infartos producidos experimentalmente en un nuevo 

modelo de oclusión de la arteria cerebral media (ACM) en rata, en 

comparaci6n con un grupo control. 
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MATERIAL Y KETODOB 

20 ratas adµltas tipo Wistar con un peso promedio entre 2J0-

320 gr se mantuvieron a temperatura ambiente que osci16 entre los 

22-26oC, con 50% de humedad y bajo ciclo sueno vigilia de aproxi­

madamente 12 hr. Las ratas tuvieron libre acceso a comida y agua. 

Todas fueron anestesiadas con hidrato de cloral a una dosis de 

200 mg/kg bajo respiración espontánea. se canalizó la arteria 

ventral de la cola de la rata para monitoreo continuo de la 

presión arterial media (PAM). se tomaron muestras repetidas de 

sangre a través de esta v1a para medición seriada de pH, hemato­

crito, y glicemia. Se ocluyó la ACM utilizando el método descrito 

por zea Longa (18,15) modificado por Kawamura et. al. (8-10). En 

resumen, este método consiste en el aislamiento de la arteria 

carótida externa (ACE) izquierda a través de una incisión ventral 

medial en el cuello de la rata. Se identifican la arteria tiroi­

dea superior y occipital de la ACE, se coagulan y se cortan .. La 

ünica rama de la arteria carótida interna (ACI) extracraneal, la 

arteria pterigopalatina fué igualmente disecada .y aislada. El 

origen de la arteria pterigopalatina fué ocluido con un clip 

microvascular de tal manera que la sutura intraluminal de nylon 

empleada para ocluir la ACM no fuera erróneamente introduCida en 

este vaso. Una de las modificaciones a la técnica original fué 

disecar la arteria pterigopalatina sin necesidad de seccionar el 
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músculo estilohiodeo. Posteriormente la ACE fue ocluida con una 

doble ligadura de seda 6-0 y seccionada para formar un muf\6n 

arterial. A través de este mun6n se introdujo una sutura de nylon 

3-0 de 20 mm de longitud que habia sido previamente redondeada en 

uno de sus extremos con una lija fina. se introdujeron aproxima­

damente 17. 5 mm de la sutura a través de la ACI extracraneal 

hasta llegar a sentir una ligera resistencia, indicando que la 

punta de la sutura hab1a llegado a la arteria cerebral anterior y 

que la arteria cerebral media hab1a sido ocluida en su origen. De 

esta manera, el flujo sangu1neo hacia la ACM proveniente de la 

ACI, la arteria cerebral anterior y la arteria cerebral posterior 

fue bloqueado a nivel del poltgono de Willis. 

El MK-801 se disolvió en soluci6n salina a una concentraci6n 

final de 3 mg/ml. La dosis administrada fue de 2 mg/kg de peso 

intraperitoneal. Las ratas fueron divididas en 4 grupos: grupo 1, 

control (sham operation). Grupo 2, oclusión de la ACM sin empleo 

de neuroprotectores. Grupo 3, oclusión de la ACM con administra­

ci6n de MK-801 diez minutos antes de la oclusi6n. Grupo 4, oclu­

si6n de la ACM y administración de MK-801 una hora después de la 

oclusión. Todas las ratas fueron exploradas neurolóqicamente a 

las 8 y 24 hr. La severidad del deficit motor fue clasificada en 

4 grados de acuerdo a Bederson et. al. (2); grado O, no deficit 

observable; grado 1, extremidad anterior en flexi6n; grado 2, 
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disminución de la resistencia al desplazamiento lateral; grado 3, 

marcha en circulo hacia el lado parético (lateropulsi6n) (figura 

l). 

-~<i"'l' 
- . 

"" 

-@~ ~' 
GRADO 1 

GRADO 2 

PIGURA 1 .. Exploraci6n neurol69ica, 
(ver descripción en el texto) .. 

24 hr después de la oclusi6n de la ACM, las ratas fueron 

nuevamente anestesiadas con la misma dosis de hidrato de cloral, 

se expuso el coraz6n mediante una toracotomla para insertar una 

cánula en la aorta ascendente a través del ventriculo izquierdo. 

La arteria aorta abdominal se ocluy6 y se practic6 una incisi6n 

en la aurícula derecha. La fijaci6n por perfu~i6n se llev6 a cabo 
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con formalina al 10% para inmediatamente después extraer el 

encéfalo y depositarlo en f ormalina a la misma concentraci6n para 

su estudio histopatológico. El cerebro se incluyó en parafina y 

se realizaron secciones coronales con un grosor de 5 micras para 

ser teftidas con hematoxilina y eosina. El área fue medida ~n una 

secci6n coronal a 6 mm del polo frontal. Las áreas de infarto 

fueron medidas utilizando un programa de digitalización de imáge­

nes (Targa truevision, IBM). El Area de infarto fue calculada 

mediante un programa de computación que utiliza inte9raci6n 

numérica de las áreas infartadas en el corte coronal con un 

factor de conversión de pixels a milimetros. El área de infarto 

se expres6 como un porcentaje del área cerebral total del corte 

seleccionado y en t~rminos absolutos en mm cuadrados. 

Se calculó la media, desviación estándar y error estándar de 

todos los datos. Se realizó un an4lisis de varianza a través del 

método de ANOVA y la comparación intergrupal mediante la prueba T 

de student. Se consider6 como significativo un valor de p < O.OS. 
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RESULTADOS 

En todos los grupos la PAM permaneció dentro de limites 

normales durante el procedimiento. En las ratas en las cuales se 

midi6 pH, glicemla y hematocrito, no se registraron cambios. 

Algunas ratas desarrollaron una hipercapnia leve durante la 

anestesia. 

Exploraci6n neurol6qica 

La exploración neurológica en el grupo l fue normal en todas 

las ratas. En el grupo 2, a las a hr fue grado 2 en una rata y 

grado 3 en cuatro. A las 24 hr, dos ratas permanecieron en grado 

3 y tres en grado 2. En los grupos 3 y 4 el total de animales 

permanecieron en grado 3 a las 8 y 24 hr, e inclusive algunas de 

ellas presentaron aspecto moribundo. 

Tamafto del infarto 

El tamano del infarto en milimetros cuadrados y su valor por­

centual para todos los grupos se expresan en la figura 2. Exis~i6 

un patr6n consistente de dan.o isquémico, y ejemplos t1picos de 

infartos en los grupos 2-4 se muestran en la figura 3. En el 

grupo 1 (operación simulada), no se presentaron en ninguna de las 

ratas áreas de infarto. En el grupo 2, la media y os del área 

total de infarto fue de 46.1 ± 7.3 mm2 con un porcentaje de 35.26 

± 7.3t. En el grupo 3, la media y os del área total fue de 5.3 .! 
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3.3 con un porcentaje de 10.S ± 6.8l. En el grupo 4 la aedia y DS 

del área de infarto fue de 14.4 ! 4.9 mm2 con un porcentaje de 

22.6 ! 4.8\. La reducción del airea de infarto fue •ayor en •1 

grupo 3 y en el grupo 4 en compar•ci6n al grupo 2 (p< 0.05), sin 

embargo, también e~iati6 una diferencia significativa en el 

efecto terapeútico del MK-801 cuando se administr6 antes o unai 

hora después de la ocluai6n (p<0.05). 

40 

30 

20 
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OCLUSION DE LA ARTERIA CEREBRAL MEDIA 
EFECTO TERAPEUTICO DEL MK-801 
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O-"'--"---~'--
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1 - Opoo. do ftlU411o ..S t 
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FIGURA 3. Bjemplo11 t!picoa de la exten11i6n 
del Airea de infarto en los diferente• 9ru­
po11 de estudio (ver texto para descripci6n 
de loa grupos) • 
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DXSCUSION 

La EVC isquémica es una causa importante de mortalidad e 

incapacidad funcional en los paises industrializados, sin embargo 

hasta el momento los resultados terapeO.ticos han sido decepcio­

nantes. Los mayores progresos han sido realizados en la preven­

ci6n de los eventos vasculares isquémicos, principalmente a 

travás del control de la hipertensión arterial y de la isquemia 

cerebral producida por causas cardiacas ( 1) • Aún cuando se 

reconoce que la prevención es el factor más importante para 

disminuir la incidencia de este tipo de padecimientos, se llevan 

a cabo grandes esfuerzos para reducir, una vez que ha ocurrido un 

evento isquémico, las consecuencias del mismo. 

La supresión del aporte circulatorio en un tronco vascular 

determinado produce una lesión con dimensiones variables en un 

territorio que se encuentra definido por la topograf1a vascular. 

Esta lesión sufre un proceso evolutivo en horas, dias y semanas 

que permiten su caracterización histopatol6gica. Por otra parte, 

las evidencias experimentales sugieren que la muerte neuronal es 

causada por una activación descontrolada de receptores al L­

glutamato. Este AAE activa al receptor NMDA que a su vez produce 

un dafio excitot6xico de naturaleza post-sináptica que se relacio­

na con el calcio y el sodio. El calcio citis6lico activa varias 

enzimas proteoliticas que terminan con la destrucción celular 
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PIGDRA 4. Diagrama csquem.itico de la9 protc!mts que 
pueden ser activadas por calcio. l\brcviacionesr Q/Jt, 
receptor quisqualato/kainato; CaHOltII, calmodulina .. 
quinasa dependiente de calcio; NMDA, receptor IOIDA; 
CP, calpaina; Cll'., prote?Ína kinasa c. 

(3,12,14) (figura 4). Este mecanismo citot6xico ha sido propuesto 

también para otro tipo de enfermedades no isquémicas tales como 

la enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotr6fica y el 

s1ndrome de inmunodeficiencia adquirida entre otras (3). En base 

a lo anterior, recientemente se ha incrementado el interés en la 

posib1e aplicación terapetltica de antagonistas de los AEE. En 

particular, evidencia derivada de estudios animales han' indicado 

que antagonistas del receptor NMDA poseen propiedades anticonvul­

sivantes y ansioliticas, con un efecto preventivo sobre la dege­

neración neuronal causada por la isquemia, anoxia, hipoglicemia y 
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neurotoxinas endógenas (6, 7, 11, 13). Como agentes terapeóticos, 

los antagonistas no competitivos NMOA son compuestos lipoflllcos 

que rápidamente penetran al sistema nervioso central, a diferen­

cia de los antagonistas competitivos disponibles. De estos anta­

gonistas no competitivos, el más potente de ellos hasta ahora 

conocido es el MK-801 (dizocilpina) (figura 5), y su utilidad ha 

sido demostrada en algunos modelos de isquemia focal (5,11). 

Un aspecto importante de los estudios sobre daño isquémico ha 

sido determinar si es posible definir el efecto terapeO.tico de 

las drogas empleadas, aQn cuando se apliquen algunas horas des­

pués de ocurrido un episodio de isquemia, ya que esta situación 

es muy coman en la práctica clínica debido al tiempo que transcu­

rre entre el diagnóstico y el inicio del tratamiento. En base a 

lo anterior, decidimos probar la utilidad del MK-801 cuando se 

administr6 antes y una hora después de la oclusión experimental 

de la ACM en rata. 

R••ultadoa terapeúticoa 

En el modelo empleado en este estudio, la oclusión intralumi­

nal de la ACM produjo un infarto masivo del tejido cerebral en el 

lado ocluido, que en promedio para el grupo 2 (grupo sin tratami­

ento) fue de 35.2' de la superficie total del corte. La adminis­

traci6n del MK-801 (2 mg/kg i.p.) 10 minutos antes de la oclusi6n 

fue capaz de producir una reducción importante en el área total 
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de infarto en un 65%: en comparación al grupo sin tratamiento 

(p<0.05). Este grado de neuroprotección habla sido previamente 

publicado en casos de administración pre-oclusión (7). Por otra 

parte, la administración de este.fármaco una hora después de la 

oclusión produjo una disminución del infarto en un 35% en compa­

ración al grupo sin tratamiento (p<0.05). Estos resultados sugie­

ren que el uso de antagonistas NMDA pueden ser de valor terapeü­

tico en isquemia focal, incluyendo a la EVC en humanos, princi­

palmente dentro de la primera hora de instalada la isquemia. 

Nuestros resultados sugieren que el MK-801 (2 mg/kg i.p.) puede 

ser efectivo cuando se administra una hora después de la oclusión 

vascular. Esta situación, aunque dificil en la práctica cllnica 

(X) , pudiera ser de utilidad práctica en estados de isquemia 

aguda intrahospitalaria (procedimientos endovasculares, oclusi6n 

vascular intraoperatoria, etc.). El mecanismo de acción más 

probable del MK-801 es el rescate de las zonas de "penumbra" en 

la región del infarto para proteger en contra del dafto causado 

por exceso de activación de los mecanismos del glutamato (figura 

6) (5). Queda por determinar en estudios posteriores la totalidad 

de la "ventana terapeütica" de este fármaco para su posible 

utilidad en etapas más tardlas de la isquemia, sin embargo, es 

una realidad que hasta el momento no existe ningOn fármaco rece-

nocido que brinde una neuroprotecci6n si se aplica después de 5 

hr de haberse instalado un evento isquémico cerebral focal 

(5, 17). 
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En estos casos habrla que considerar el valor terapeútico de la 

perfusión transvenosa retrógrada para poder hacer llegar un 

fármaco a las áreas isguémicas (19). 

Evaluaoi6n neurológica 

La evaluación neurológica en las ratas nos permitió valorar 

indirectamente el impacto cllnico del infarto y en cierta manera, 

los efectos colaterales del MK-801. En este estudio, encontramos 

que en el grupo sin medicamento la valoración realizada 8 hr 

después de la oclusión, mostró en la mayoría de los casos un 

grado 3 con tendencia a evolucionar a un grado 2 dentro de las 

primeras 24 hr, sin embargo, en los grupos 3 y 4 (tratados con 

MK-801) , la exploración neurológica mostró un grado 3 en todas 

las ratas sin tendencia a la mejorla neurológica, es decir que a 

pesar de que hubo una reducción objetiva de las áreas de infarto, 

este efecto terapedtico no se correlacionó con mejores condicio­

nes neurológicas. La causa de este fenómeno hasta el momento no 

tiene una explicaci6n satisfactoria, y no habla sido reportado 

anteriormente. Una causa probable podría ser la interacción del 

MK-801 con el anestésico empleado (hidrato de cloral), sin embar­

go la comprobación de tal interacción requiere de estudios expe­

rimentales adicionales. 

En resumen, los resultados obtenidos en este modelo experi­

mental con el empleo del MK-801 apoyan la hipótesis de que los 
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receptores NMDA juegan un papel importante en la degeneraci6n 

neuronal inducida por isquemia. La habilidad de este antagonista 

cuando se administra por vla periférica para prevenir el dan.o 

neuronal, aün cuando se realice después de instalado un episodio 

isquémico, sugiere el uso potencial de este compuesto en el 

tratamiento de la EVC isqu~mica humana. 
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CONCLUSXONES 

1. El MK-801 (dizolcipina) es capaz de reducir el dano isquémico 

neuronal producido por la oclusi6n experimental de la ACM en rata 

cuando se administra antes y una hora después de la oclusión. 

2. El efecto terapeíitico obtenido (a través de la evaluación 

histopatol6gica) no se correlacionó con una mejorla en la valora­

ción neurológica a las B y 24 hr a partir de la oclusi6n, sin 

embargo, la corroboración de este punto requiere de estudios 

adicionales. 

3. Debido a los resultados consistentes en la producción de áreas 

de infarto con el modelo experimental utilizado, nos permite 

proponerlo en la evaluación de diversos parámetros (bioqu!micos, 

histopatológicos, etc.) asociados a la EVC isquémica. 
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