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Resumen

Se revisa el papel que desempeiian los astrocitos en
la progresién del dafio cerebral isquémico. Evidencias
recientes obtenidas con cultivos de astrocitos han reve-
lado que estas células se encargan de amortiguar las tres
alteraciones principales del medio extracelular induci-
das por la isquemia: i) la elevacién del K" que impide
una transmision adecuada de los potenciales de accién,
ii) la elevacion hasta niveles neurotéxicos del glutamato
que desencadena la muerte neuronal y iii) la acidosis
que interfiere negativamente en el metabolismo neuro-
nal. La hiperactividad de estos mecanismos de compen-
sacion durante las isquemia origina un edema citotéxico
glial. A pesar de ello, los astrocitos resisten mejor el
insulto isquémico que las neuronas permaneciendo via-
bles y metabélicamente activos durante un periodo mas
prolongado. Las interacciones metabdlicas entre neu-
ronas y células gliales en el foco isquémico resultan
esenciales en la supervivencia neuronal. Recientemente
ha sido posible explorar estas interacciones empleando
la espectroscopia de resonancia magnética de C. Los
resultados obtenidos “in vivo” son consistentes con el
mantenimiento del edema citotéxico glial y un mayor
consumo del exceso de glutamato durante las primeras
veinticuatro horas del insulto isquémico. Estos datos
revelan un papel fundamental de las células gliales en la
fisiopatologia de la isquemia cerebral.

PALABRAS CLAVE: Isquemia cerebral. Astrocitos. Meta-
bolismo cerebral. Interacciones. Neurona-glia. Espectros-
copia de Resonancia Magnética '*C.

Physiopathology of glial cells in cerebral ischemia

Summary

The role played by astrocytes in the development
of ischemic brain damage is reviewed. Recent eviden-
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ces obtained with astrocytes in culture reveal that these
cells buffer the three major changes in the extracellu-
lar fluid occuring during the ischemic injury: i) the rise
in K* concentration which hamper adequate transmis-
sion of action potentials, ii) the increase in glutamate
concentration up to neurotoxic levels inducing neuro-
nal death and iii) the increased acidosis which inteferes
negatively in neuronal metabolism. Hyperactivity of
these compensatory mechanisms during ischemic epi-
sodes causes glial swelling. In spite of this, astrocytes
show better resistance to ischemic damage than neu-
rons, remaining viable and metabolically active during
a longer period. Metabolic interactions between neu-
rons and glial cells in the ischemic area are essential to
maintain neuronal survival. Recently, it has been possi-
ble to explore these interactions in vivo using *C magne-
tic resonance spectroscopy. Results obtain “in vivo” are
consistent with glial swelling caused by increased gluta-
mate metabolism is maintained during the first twenty
four hours after the ischemic insult. Present data reveal
a fundamental role of glial cells in the patophysiology of
cerebral ischemia.

KEY WORDS: Cerebral ischemia. Astrocytes. Brain meta-
bolism. Neuronal-glial interactions, *C NMR spectros-

copy

Introduccion

Desde las pioneras investigaciones histoldgicas de San-
tiago Ramodn y Cajal, la neurona se considera la unidad mor-
foldgica y funcional del sistema nervioso®?. En la actualidad
se estima que el cerebro humano adulto contiene aproxi-
madamente 100.000 millones de neuronas?. Sin embargo,
no es éste su unico componente celular; hay también una
enorme poblacion de células no excitables, dispuestas entre
las neuronas y sus ramificaciones, que constituyen mas de
la mitad del volumen cerebral, con un nimero proéximo
al billén de elementos**. Estas células fueron identifica-
das por Virchow en 1846, quién las agrupd bajo el término
de Neuroglia o “pegamento de nervios”®. Posteriormente,
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Figura 1. Relaciones morfologicas de los astrocitos corticales. A: astrocito; N: neurona; S: complejo sinaptico,; C: capilar.

Cajal y su discipulo Rio Hortega realizaron la primera cla-
sificacion exhaustiva de las células gliales, describiendo los
tres tipos principales conocidos: astrocitos, oligodendroci-
tos y células de Schwann. Es interesante comprobar coémo
desde su descubrimiento, se asigné a las células gliales la
funciéon de soporte estructural de las neuronas, concepto
que ha permanecido vigente durante mas de un siglo. No
fue hasta el desarrollo de la microscopia electrénica, y con
la observacion precisa de las relaciones morfologicas de las
células gliales con las sinapsis y los capilares de la corteza
cerebral, cuando se intuyo la importancia funcional de estas
células®. Hoy en dia se conoce con certeza la participacion
de las células gliales en multiples funciones del sistema
nervioso!'®*33%,

En este trabajo revisamos el papel que desempefian los
astrocitos en la regulacion del metabolismo energético de la
corteza cerebral y la homeostasis de su espacio extracelu-
lar. En particular nos centraremos en las alteraciones de la
funcidn glial de homeostasis extracelular durante procesos
patoldgicos como la isquemia o el trauma cerebral. Estos
aspectos han comenzado a comprenderse mejor durante
las ultimas dos décadas, gracias fundamentalmente a los
estudios experimentales realizados sobre cultivos de célu-
las gliales*. Sin embargo, los resultados obtenidos en las

investigaciones “in vitro”, con cultivos de células gliales,
no permiten extraer conclusiones directas acerca del com-
portamiento de las células gliales “in vivo”. Ello se debe a
que las células aisladas en los cultivos pierden sus relacio-
nes morfoldgicas con neuronas y vasos sanguineos, ademas
de tratarse de células inmaduras metabolicamente, pues se
obtienen de embriones, animales recién nacidos o lineas
tumorales'?. Por lo tanto se hace imprescindible, sobre la
base de los conocimientos adquiridos “in vitro”, estudiar
las alteraciones fisiopatoldgicas gliales durante la isquemia
cerebral con procedimientos experimentales “in vivo”, rea-
lizados sobre el animal adulto.

La espectroscopia de resonancia magnética con carbono
13 (C ERM), constituye una sofisticada técnica de estu-
dio del metabolismo celular, que especialmente en el caso
del sistema nervioso, permite analizar las interacciones
metabolicas entre neuronas y células gliales, asi como la
seleccion de substratos energéticos realizada por cada tipo
celular’®*. Nuestro grupo de investigacion ha dedicado los
ultimos aflos al estudio de las alteraciones producidas por la
isquemia cerebral sobre las interacciones metabolicas entre
neuronas y células gliales, aplicando la espectroscopia de
BC RM a un modelo experimental de isquemia cerebral
focal®. Los resultados obtenidos permiten conocer la evo-
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lucién temporal del dafio metabolico de neuronas y células
gliales durante la isquemia, y de este modo, evaluar por vez
primera “in vivo” la diferente respuesta fisiopatologica de
los dos tipos celulares.

Comenzaremos esta revision exponiendo las bases mor-
fologicas y funcionales de las interacciones de los astro-
citos corticales con las neuronas y el espacio extracelular
cerebral. Posteriormente, describiremos cual es la respuesta
fisiopatologica glial frente al insulto isquémico y qué alte-
raciones la desencadenan. Por ultimo, confrontaremos los
resultados de nuestros experimentos con las investigacio-
nes previas tanto “in vitro” como “in vivo”, resaltando las
nuevas aportaciones que ofrecen a las hipdtesis ya estable-
cidas de progresion del dafio metabdlico en la isquemia.

Bases morfologicas de la fisiologia celular glial

Las células gliales del cortex cerebral con mayor impor-
tancia desde un punto de vista funcional y metabdlico son
los astrocitos protoplasmaticos®. Estos se caracterizan por
su morfologia estrellada e irregular, que se adapta a los
intrincados espacios existentes entre las prolongaciones
dendriticas y axonicas neuronales (Figura 1). En un astro-
cito puede distinguirse un cuerpo celular, con un amplio
citoplasma rico en mitocondrias, y multiples prolongacio-
nes citoplasmaticas, dispuestas radialmente, que finalizan
en unas expansiones aplanadas cuya superficie envuelve los
capilares®**33, Estas estructuras se han denominado “pies
perivasculares” o “pies chupadores”, asignandoseles una
funcién metabolica de control de los intercambios de meta-
bolitos e iones con el flujo sanguineo cerebral®’. También se
penso inicialmente que los pies astrocitarios eran el corre-
lato morfoldgico de la barrera hematoencefalica, una pro-
piedad de los vasos cerebrales que en realidad se debe
a las uniones estrechas de las células endoteliales***. La
importancia funcional de los astrocitos dentro del metabo-
lismo cerebral comenzé a sospecharse cuando se observo,
mediante microscopia electronica, que los pies chupadores
no so6lo envolvian los capilares cerebrales, sino también las
sinapsis del neuropilo*. Se supuso que la disposicion de
los astrocitos, a modo de interfase celular entre las sinapsis
y los capilares cerebrales implicaba una funcidn de regu-
lacion del metabolismo neuronal, al mediar estas células
entre la fuente de substratos energéticos (los capilares) y el
area de transmision del impulso nervioso (la sinapsis)'>%.

Fisiologia de los astrocitos: su funcion en la homeostasis
del medio extracelular cortical.

Los astrocitos son células inexcitables y, por lo tanto,

* Se entiende por neuropilo el entramado de terminaciones
neuronales dentriticas y axonales.
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incapaces de generar potenciales de accion®®. Sin embargo,
su extensa dotacidén enzimatica, su elevado contenido en
mitocondrias y la gran variedad de canales i6nicos y trans-
portadores de diversos metabolitos presentes en sus mem-
branas, los capacitan para realizar una funcidén primordial
en el sistema nervioso central: el control de la homeostasis
del medio extracelular®**. La transmision del potencial de
accion neuronal produce cambios muy significativos en el
espacio extracelular circundante a la neurona. Entre ellos
pueden destacarse: a) una elevacidon de la concentracion
extracelular de K*, que sale de la neurona durante la des-
polarizacion producida durante la transmision del impulso
nervioso'?; b) una elevacion del contenido de neurotrans-
misores liberados por la terminal presinaptica en la hendi-
dura sinaptica con cada transmision del potencial de accion
y ¢) una elevacion del contenido extracelular de CO,, que
generado con la sintesis de ATP neuronal, difunde pasiva-
mente a través de la membrana celular****. Vamos a ver
como el disefio estructural y el metabolismo de los astroci-
tos tiene por objetivo el lograr una homeostasis de la com-
posicion idnica, contenido de neurotransmisores y pH del
medio extracelular, antes que conseguir la homeostasis de su
propio medio intracelular*®373, Considerando las alteracio-
nes del medio extracelular producidas durante la transmi-
sion del potencial de accidn, la funcidn glial de homeostasis
involucra tres aspectos principales: i) amortiguacion del
aumento de K* extracelular, ii) amortiguacion del aumento
extracelular de neurotransmisores y iii) amortiguacion de la
acidosis metabolica extracelular.

i) Amortiguacion del aumento de K* extracelular.

El potencial de membrana en reposo de las células glia-
les es de -90mV (algo mds negativo que el de las neuro-
nas, de -70mV), lo que se corresponde exactamente con
el potencial de equilibrio del i6n K" segun la ecuacion de
Nernst*”3#. Los astrocitos son muy permeables a este i0n,
debido a la presencia de multitud de canales de K* en su
membrana, sobre todo a nivel de los pies perivasculares®.
Se ha demostrado experimentalmente que la elevacion de
la concentracion extracelular de K*, durante la generacion
del potencial de accion de una neurona, se asocia a una
despolarizaciéon de las células gliales adyacentes, debida
a la entrada masiva de K* en estas células: es lo que se
denomina acoplamiento eléctrico-idnico neurona-glia®*-3.
Por este mecanismo la célula glial capta el exceso de
K" extracelular, que es facilmente eliminado a nivel de
los pies perivasculares, en el polo opuesto de la célula
(figura 2, ciclo A). Ademas existe un acoplamiento eléc-
trico-metabdlico neurona-glia, ya que la captacion de K* y
la concomitante despolarizacion del astrocito se manifiesta
metabolicamente por una mayor captacion de glucosa y por
la sintesis de glucogeno y aminoacidos en estas células’'.
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Figura 2. Mecanismos fisiologicos de homeostasis del
medio extracelular realizados por las células de glia.
A: Amortiguacion del exceso de potasio extracelular; B:
Amortiguacion del exceso de glutamato extracelular: ciclo
glutamato-glutamina; C: amortiguacion del CO, y del pH
acido. GLU: glutamato; GLN: glutamina; 1 canales de
potasio; 2 canales de protones; 3 transportador glial de
glutamato,; 4 antitransportador sodio/proton; 5 antitrans-
portador bicarbonato/cloruro
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Se cree que este acoplamiento es el modo por el que la
neurona comunica a las células gliales la pérdida de neu-
rotransmisores sufrida con la transmision del potencial de
accion, demandando asi la sintesis y cesion glial de sus pre-
cursores metabolicos.

ii) Amortiguacién del incremento extracelular de neu-
rotransmisores: ciclo Glutamato-Glutamina-GABA.*

Para que los potenciales de accion neuronales se trans-
mitan adecuadamente, evitando la acumulacién de neu-
rotransmisores, es necesario que ¢stos sean eliminados
del espacio extracelular, una vez que se han vertido en
la hendidura sinaptica. Los astrocitos poseen sistemas de
recaptacion de alta afinidad para algunos de estos neuro-
transmisores, como el glutamato, la alanina o el GABA,
con la presencia de transportadores especificos en su mem-
brana®. Por otro lado, los astrocitos disponen del enzima

* GABA: 4cido y-aminobutirico.
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glutamina-sintetasa*®, que transforma el glutamato, un ami-
nodcido potencialmente excitotoxico, en glutamina, un
aminodcido sin actividad neurotransmisora. Noremberg y
Martinez Hernandez demostraron en 1977 la localizacion
exclusivamente glial de este enzima*, una aportacion que
permiti6 disefiar nuestra concepcion actual del ciclo meta-
bolico glutamato-glutamina-GABA entre neuronas y astro-
citos (figura 2, ciclo B)*#*6*6!_ En este ciclo, los astrocitos
captan el glutamato liberado en la hendidura sindptica con
el potencial de accion y lo transforman en glutamina, que es
cedida a las neuronas para su nueva transformacion en glu-
tamato. Un ciclo similar se produciria en el caso del GABA,
liberado por neuronas inhibidoras. Los propositos funda-
mentales del ciclo glutamato-glutamina-GABA serian:

1) Mantener una baja concentracion de glutamato en el
espacio extracelular sinaptico, para evitar una activacion
excesiva de los receptores de glutamato postsindpticos, que
tendria efectos neurotoxicos. En el caso de sinapsis gabaér-
gicas, impediria la sobreestimulacion de los receptores inhi-
bidores postsinapticos’.

2) Permitir una reposicidon neuronal del glutamato libe-
rado en las sinapsis, mediante la transferencia de un metabo-
lito glial inactivo sinapticamente, como es la glutamina™.

Diversos estudios experimentales, tanto “in vitro” como
“in vivo”, han confirmado la presencia de este ciclo dentro
de las interacciones metabdlicas neurona-glia®®%°, Sin
embargo se desconoce su importancia fisiologica y el papel
que puedan desempefiar sus alteraciones en diversas pato-
logias, como la epilepsia o la progresion del dafio isqué-
mico.

iii) Amortiguacion de la acidosis metabdélica extracelu-
lar.

Se ha comprobado “in vitro”, sobre cultivos primarios
de células gliales aisladas, que los astrocitos son células
muy resistentes a la acidosis metabdlica, pudiendo perma-
necer viables en medios con valores de pH tan bajos como
5,6%%%, Esta propiedad, que no muestran las neuronas, se
debe principalmente a la presencia en los astrocitos del
enzima anhidrasa carbonica (un marcador de las células
gliales, encargado de metabolizar el exceso de acido car-
bonico), y a su dotacion de antitransportadores H/Na* de
membrana, lo que les permite intercambiar con facilidad
el exceso intracelular de H" con iones Na* extracelulares
(figura 2, ciclo C)'%. Hay que sefialar que en este proceso,
el gradiente osmético del Na* determina la entrada de agua
en el astrocito, incrementandose su volumen celular. El
exceso de agua puede eliminarse secundariamente mediante
la apertura de canales i6nicos de membrana. Se ha obser-
vado que fisiologicamente los astrocitos sufren periodos
recurrentes de “hinchamiento” y “deshinchamiento” celu-
lar, que pueden estar correlacionados con los procesos de
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homeostasis i6nica y de pH del espacio extracelular’.

Fisiopatologia de las células gliales en la isquemia cere-
bral.

(Cual es la importancia que en la isquemia cerebral
van a tener todos estos mecanismos de amortiguacion del
medio extracelular mediados por los astrocitos corticales?
Durante la isquemia cerebral se produce una reduccion del
flujo sanguineo cerebral por debajo de un umbral critico®.
Esta reduccion impide el aporte necesario de los dos subs-
tratos energéticos principales para el metabolismo y funcion
del tejido nervioso: el O, y la glucosa**®. Se desencadenan
dos tipos de alteraciones; (i) funcionales, por afectacion de
la transmision del impulso nervioso neuronal y (ii) meta-
bolicas, por afectacion del metabolismo energético, tanto
en neuronas como en células gliales. La alteraciéon funcio-
nal neuronal deriva directamente del dafio metaboélico, que
impide a estas células repolarizar su potencial de membrana
en reposo*®%. ;Qué sucede con las células gliales en esta
situacion? ;Se dafian de manera paralela a las neuronas? Si
es asi, ;qué tipo de dafio sufren y de qué modo influye en la
progresion hacia la necrosis del foco isquémico? estas cues-
tiones, ni siquiera planteadas en la mayoria de las investi-
gaciones sobre fisiopatologia de la isquemia cerebral, han
comenzado a ser respondidas en la ultima década, con el
aislamiento de células gliales “in vitro”, y el estudio de su
reaccion frente a la deprivacion de substratos energéticos.
La base de estos trabajos ha sido la exposicion de los astro-
citos a medios de cultivo que simulan las alteraciones pro-
pias de la isquemia cerebral “in vivo”.

Alteraciones del medio extracelular durante la isquemia
cerebral.

Se han podido analizar “in vivo” las variaciones de
composiciéon y pH producidas en el espacio extracelular
del area isquémica, tomando muestras del fluido extracelu-
lar mediante técnicas de microdialisis. Las tres principales
alteraciones descritas han sido:

1) Un descenso del pH extracelular. Este puede llegar a
situarse en un valor inferior a 6, debido al acumulo (20-30
mM) de acido lactico extracelular, derivado del metabo-
lismo anaerdbico de neuronas y células gliales?*.

2) Una elevaciéon del contenido extracelular de neu-
rotransmisores excitatorios, como el glutamato®*%. E1 défi-
cit de O, causa una despolarizacion andxica neuronal, que
libera las vesiculas sinapticas cargadas con neurotransmi-
sores. En particular, la concentracion de glutamato extra-
celular se eleva de este modo desde 1 a 200uM>'2. Esta
elevada concentracidon puede resultar neurotdxica, contri-
buyendo asi a la progresion del dafio neuronal'®%%,

3) Un aumento de la concentracidon extracelular de K*.

Neurocirugia

Debido a la lisis neuronal se libera el contenido intracelular
de K", elevandose su concentracion extracelular hasta nive-
les proximos a 80mM"”.

Se conoce que la accion combinada de estas tres alte-
raciones constituye la causa principal de la progresion del
dafio isquémico cerebral “in vivo”, durante las primeras
3 a 6 horas posteriores a la induccion de la isquemia®>%.
Dado que la funcion primordial de los astrocitos corticales
parece ser el control de la homeostasis extracelular, acti-
vando los mecanismos amortiguadores de la acidosis, la
hiperpotasemia y la excitotoxicidad glutamatérgica, cabe
preguntarse el efecto que esta alteracion tan importante del
espacio extracelular ejerce sobre la fisiologia de estas célu-
las.

Respuesta de las células gliales frente a la isquemia: el
edema citotoxico glial

El primer efecto morfoldgico que puede evidenciarse
en los modelos experimentales de isquemia cerebral es la
aparicion de un edema intracelular en los astrocitos cortica-
les?’323, Este edema es de tipo citotoxico (sin rotura de la
barrera hematoencefalica)®' y se ha observado con micros-
copia electrénica que se produce mas precozmente en los
procesos pericapilares y perisinapticos de estas células®.
Sin embargo los cuerpos neuronales no sufren edema cito-
téxico, sino que se muestran comprimidos por los astrocitos
edematizados adyacentes. El edema citotoxico glial puede
visualizarse precozmente “in vivo”, mediante la imagen de
RM potenciada en difusion'!. Los procesos fisiopatologi-
cos por los que se desarrolla son multiples y complejos.
Se ha comprobado que no se debe a una disfuncion de las
ATPasas Na'/K" por el déficit de oxigeno, ya que las células
gliales sometidas a anoxia “in vitro” durante dos horas no
desarrollan edema citotdxico, ni tampoco se produce éste
tras inhibir con ouabaina las ATPasas Na'/K* de la mem-
brana celular glial®®?*#!. Por ello, se cree en la actualidad
que el edema citotoxico corresponde a una hiperactividad
de los mecanismos gliales de amortiguacion de las altera-
ciones del espacio extracelular, expuestas en el apartado
previo.

La figura 3 resume los canales ionicos y transportadores
de membrana involucrados en la generacion del edema para
cada alteracion del medio extracelular. Obsérvese como
frente a cada tipo de alteracion isquémica, la célula glial
responde tratando de recobrar la homeostasis del espacio
extracelular, con preferencia a su propio espacio intracelu-
lar, aun a costa de sufrir edema. Este comportamiento tan
sorprendente ha sido comprobado “in vitro”, sometiendo a
las células gliales a cada una de las alteraciones que se pro-
ducen en el medio extracelular durante la isquemia®®34. En
estos estudios, las células no consiguen restaurar a valores
fisiologicos ni el pH, ni las concentraciones extracelulares
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Figura 3. Mecanismos fisiopatologicos del edema citotoxico glial durante la isquemia. Superior: Edema glial por amorti-
guacion del potasio extracelular. Medio: Edema glial por amortiguacion del acido lactico extracelular. Inferior: Edema
glial por amortiguacion del exceso de glutamato extracelular. A: antitransportador sodio/proton; B: antitransportador

bicarbonato/cloruro; C: transportador de glutamato.

de K+ o de glutamato. Esto se debe a la limitada capaci-
dad de tamponamiento de estas células y a que el volumen
extracelular en el cultivo es muy grande en comparacion
con el espacio extracelular que existe “in vivo”. Como con-
secuencia los astrocitos en cultivo permanecen edemati-
zados mientras se mantengan las condiciones del insulto.
Notablemente, la viabilidad de estas células gliales no se ve
afectada por el edema citotoxico y resisten bien el cambio
de volumen intracelular, que retorna a la normalidad al res-
taurar las condiciones fisiologicas del espacio extracelu-
lar®s.

Resistencia metabdlica de las células gliales frente a la
isquemia

Se ha comprobado que las neuronas aisladas en cultivo
son muy sensibles a la hipoxia, produciéndose con rapidez
sumuerte ante una deprivacion brusca de O,*. Sin embargo,
los astrocitos en cultivo son muy resistentes tanto a la
hipoxia como a la deprivacion aislada de glucosa, por lo
que deben someterse a la deprivacidon conjunta de ambos
substratos energéticos para poder observar su muerte'®. Por

otro lado la mortalidad de una poblacion de células gliales
sometidas a simulacién de isquemia “in vitro”, se produce
mucho mas tardiamente que la neuronal. Este comporta-
miento parece ser debido a la mayor resistencia metabodlica
de las células gliales, por su capacidad de mantener en el
tiempo un metabolismo anaerobio y de amortiguar, con sus
antitransportadores H'/Na* de membrana, la acidosis meta-
bdlica resultante®.

Efectos de la isquemia sobre cocultivos neurona-glia:
proteccion glial frente a la neurotoxicidad del gluta-
mato

La exposicion de un cultivo puro de neuronas a una
deprivacion de O, y glucosa produce una elevacion pro-
gresiva de la concentracion de glutamato en el medio
de cultivo'®3*¢*, Este aminoacido es liberado de las termi-
nales presinapticas de forma masiva con la despolarizacion
anoxica neuronal®’. Al extraer el glutamato del medio de
cultivo se reduce la mortalidad de la poblacion de neuro-
nas, deduciéndose que una de las causas de la mortalidad
neuronal postisquémica es la excitotoxicidad glutamatér-
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Figura 4. Imadgenes de resonancia magnética potenciadas
enT, (0.5 Tesla, TR: 4000 s, TE: 100 ms, seccion 2mm)
de un area cortical isquémica en cerebro de rata. Las imd-
genes se obtuvieron a las 24 horas de la induccion de la
isquemia cerebral focal. Ay C: seccion axial y coronal del
drea isquémica hiperintensa, correspondientes a un mismo
animal. B y D: secciones coronales adyacentes del cere-
bro de otro animal mostrando el drea de corteza isquémica
hiperintensa

gica!?. También se ha observado que al extraer la glutamina
del medio de cultivo disminuye la mortalidad de neuronas
sometidas a simulacién de isquemia, lo que se atribuye al
hecho de ser la glutamina el precursor metabdlico del glu-
tamato neuronal*.

Al someter un cocultivo de neuronas y astrocitos a simu-
lacion de isquemia cerebral se observa una reduccidn sig-
nificativa de la mortalidad neuronal®®. Este sorprendente
resultado se produce a pesar de que se mantiene la apari-
cion de glutamato en el medio de cultivo, liberado de las
neuronas tras la simulacion del episodio isquémico. Otros
estudios “in vitro” han confirmado que la mortalidad neu-
ronal por excitotoxicidad glutamatérgica se reduce entre 30
y 100 veces al introducir astrocitos en el medio de cultivo
neuronal®>"68, T os astrocitos sufren en estos experimentos
un edema citotdxico por captacion del glutamato extracelu-
lar, que no afecta a su viabilidad .

Por los estudios “in vitro” parece concluirse que el factor
mas determinante en la generacién del edema citotoxico
glial durante la isquemia cerebral es la hipercaptacion y
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ulterior metabolismo del glutamato extracelular llevado a
cabo por los astrocitos®%+%, Cuando se incuban astrocitos
en un medio hiperpotasémico o en un medio hiponatré-
mico, situaciones propias del medio extracelular en la isque-
mia, estas células se edematizan inicialmente, pero tras un
periodo corto de tiempo restablecen su volumen intracelu-
lar normal**¥. Esta respuesta de regulacion del volumen
celular, que se cree debida a la liberacion glial de iones y
moléculas con carga osmotica (como el glutamato), no se
observa en la isquemia cerebral “in vivo”, donde el edema
citotdxico astrocitario permanece al menos 24 horas des-
pués del insulto®. Esta circunstancia resulta ventajosa pues
de no ser asi, la liberacion del glutamato desde las células
gliales contribuiria adicionalmente al dafio neuronal por
excitotoxicidad.

Fisiopatologia glial durante la isquemia cerebral “in
vivo”

La progresion del dafio morfologico neuronal y glial
durante la isquemia “in vivo”, ha podido abordarse en las
ultimas décadas gracias al desarrollo de modelos experi-
mentales de isquemia cerebral'**. De todos ellos, los mode-
los de isquemia cerebral focal, es decir, aquellos procesos
que inducen una isquemia limitada a un area concreta de la
corteza cerebral, son los que con mayor fiabilidad reprodu-
cen los accidentes cerebrovasculares observados en clinica
humana. En los estudios experimentales de isquemia cere-
bral, la rata es el animal més empleado, por su bajo coste y
pequefio tamafio. Esto facilita la realizacion de un elevado
numero de experimentos y la obtencién de resultados con
significacidn estadistica.

La figura 4 muestra imagenes por RM de un infarto
cortical inducido en nuestro laboratorio sobre rata Long-
Evans, 24 horas después de la evolucion del dafio isqué-
mico, cuando ya se ha establecido la necrosis del area
cortical isquémica. La muerte de las neuronas del area
isquémica no ocurre de forma sincrénica y homogénea,
sino que se produce una necrosis neuronal parcheada. Esta
situacion evoluciona hacia la formacion del infarto cortical
definitivo por la confluencia progresiva de pequefios focos
de necrosis neuronal dispersos'®. La causa es la existencia
de un gradiente de flujo sanguineo entre el centro y la peri-
feria del area isquémica, por el que el aporte de O, y glu-
cosa se hace progresivamente mayor al alejarse del centro
del foco isquémico, gracias al aporte sanguineo de la circu-
lacion periférica colateral'>*. Esto permite que durante un
tiempo limitado haya un area del tejido isquémico cuyas
neuronas s6lo han sufrido alteraciones funcionales y meta-
bélicas, sin iniciar el dafio estructural irreversible que con-
duce a su necrosis: es el area de penumbra isquémica'>2.
Este area puede tedricamente recuperarse o ser salvada del
proceso de necrosis mediante el restablecimiento del flujo
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sanguineo normal, o por la accidén de agentes terapéuticos
que interfieran con los dafios fisiopatoldgicos desencadena-
d0553’54.

Todos estos nuevos conceptos sobre la progresion del
dafio isquémico “in vivo”, se han centrado en el patrén tem-
poral de las alteraciones sufridas por las neuronas. ;Qué
sucede con las células gliales? La primera alteracién morfo-
logica que puede detectarse en un foco de isquemia cerebral
es el edema citotoxico glial, que aparece en pocos minutos
y va aumentando progresivamente hasta las 24 horas de
evolucion del dafo isquémico?*. Esta respuesta glial es
diferente a la observada en neuronas, que sufren una necro-
sis progresiva desde las 3 horas del comienzo de la isque-
mia*"». Como el mantenimiento del edema depende de
la actividad de los diversos mecanismos de homeostasis
extracelular glial, podemos deducir que las células gliales
permanecen viables y funcionalmente activas durante todo
el tiempo de la progresion del dafio isquémico. No sufren
necrosis de forma paralela a la poblacién neuronal y por lo
tanto deben disponer de una mayor capacidad para obtener
ATP en condiciones anaerobias a partir de substratos ener-
géticos alternativos a la glucosa.

Alteraciones del metabolismo energético glial durante
la isquemia “in vivo”

(Qué se ha averiguado acerca de las alteraciones del
metabolismo energético glial durante la isquemia “in vivo”?
En unos recientes experimentos de isquemia cerebral focal,
se ha observado que durante la evolucién del dafio isqué-
mico, se produce en los astrocitos corticales un aumento
progresivo del nimero de mitocondrias y de su contenido
de granulos de glucdégeno. Sin embargo, a las 24 horas de
isquemia hay una reduccion brusca del glucogeno glial?'.
Estos resultados se han explicado sugiriendo que el déficit
de oxigeno produce una serie de alteraciones del transporte
electronico mitocondrial, que tratan de compensarse incre-
mentando la poblacion de mitocondrias'?. Por otro lado
se piensa que la acidosis lactica del foco isquémico esti-
mularia la sintesis de glucogeno glial a partir de lactato,
frenando asi la glucolisis anaerobia y reduciendo la pro-
duccion neta de acido lactico?'. No se conoce el porqué el
glucégeno glial comienza a degradarse a las 24 horas de
la isquemia, pero quizas esté relacionado con la rotura de
la barrera hematoencefalica y el desarrollo del edema vaso-
génico masivo que se produce en ese momento en el foco
isquémico?!.

En cualquier caso, parece paraddjico que ante el déficit
de O, y la ineficiencia energética mitocondrial, las células
gliales puedan utilizar la glucosa 6 el lactato para la sinte-
sis de una molécula de reserva energética como es el glu-
cogeno, en vez de degradarla anaerdbicamente y obtener
energia a cambio. Se plantea el interrogante de si durante
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la isquemia, otros substratos energéticos deben ser metabo-
lizados prioritariamente por las células gliales. Este podria
ser el caso del glutamato que, como hemos visto, aumenta
de forma masiva en el espacio extracelular del foco isqué-
mico y es uno de los principales causantes del edema glial.

Y

Oclusidn ACM

ACM

Oclusion

Figura 5. Representacion esquemdtica de los cambios en
las interacciones metabdlicas neurona-glia durante la evo-
lucion del dafio isquémico. Los valores numéricos repre-
sentan los flujos relativos de metabolismo de los diversos
sustratos en cada compartimento. Se asigna un valor del
100% a la suma de todos los flujos que convergen en
un determinado compartimento. A: cerebro normoxico, B:
cerebro isquémico una hora despues del insulto, C: cere-
bro isquémico veinticuatro horas despues del insulto.ACM:
arteria cerebral media. Obsérvese el aumento progresivo
del metabolismo glial de glutamato y acetato.
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Alteraciones metabélicas en neuronas y células gliales
durante la isquemia cerebral focal detectadas “in vivo”
por espectroscopia de *C RM

El origen de nuestras investigaciones sobre el metabo-
lismo de las células gliales en la isquemia cerebral parte
del interés por conocer las alteraciones que la isquemia pro-
duce sobre el ciclo metabolico glutamato-glutamina-GABA
existente entre neuronas y astrocitos corticales.

El funcionamiento de este ciclo “in vivo” se puede
estudiar empleando una metodologia desarrollada reciente-
mente: la espectroscopia de *C RM”¥. Los experimentos
comienzan con la infusiéon endovenosa de un sustrato cere-
bral marcado con *C, que actia como trazador metabdlico.
Durante el metabolismo cerebral, el atomo de *C del sus-
trato sustituye a los atomos de '*C, que se encuentran de
forma natural en el cerebro, haciéndose detectable por *C
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RM. Asi el BC va marcando sucesivamente los diversos
metabolitos neuronales y gliales. Se puede medir el mar-
caje en C de cada metabolito en los espectros C RM,
ya que cada carbono marcado con '*C de cada metabolito
especifico origina una sefial de *C RM en una localizacion
concreta del espectro. Una descripcion mas detallada de la
aplicacion de esta tecnologia al estudio del metabolismo
cerebral se puede encontrar en las referencias”'3v 3.
Nuestro grupo ha investigado recientemente con espec-
troscopia de *C RM las alteraciones del ciclo metabdlico
glutamato-glutamina-GABA durante la isquemia cerebral
focal ,, ;.- En estos experimentos se infundieron los ani-
males con (1,2-"C)) acetato. Se ha utilizado este sustrato
energético por ser metabolizado Unicamente en las células
gliales, de modo que los astrocitos lo transforman en gluta-
mina marcada, que se transfiere posteriormente a las neuro-
nas, donde se sintetizan glutamato y GABA marcados con
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3C. El anélisis de las resonancias de '*C de estas moléculas,
en espectros obtenidos a diferentes tiempos de la evolucion
del dafio isquémico, permite conocer los cambios que sufre
el ciclo glutamato-glutamina-GABA durante la isquemia
cerebral (figura 5).

Brevemente, los resultados muestran que durante la pro-
gresion del dafio isquémico, se produce un incremento man-
tenido de la captacién y metabolismo del glutamato en los
astrocitos del foco isquémico. Simultaneamente, se detecta
un cambio en la seleccidén de substratos energéticos de los
astrocitos, de forma que una hora después de la induccion
de la isquemia, la captacion glial de acetato marcado es
minima, mientras que a las 24 horas se observa un elevado
metabolismo de acetato en estas células®. Estos resultados
indican que las células gliales “in vivo” mantienen su acti-
vidad metabdlica a lo largo de la evolucion del dafio isqué-
mico. Se confirman asi las observaciones realizadas sobre
cultivos celulares, que predecian, ante el insulto isqué-
mico, una mayor resistencia metabolica de los astrocitos en
comparacion con las neuronas®. Los astrocitos “in vivo”
continuan metabolizando el exceso de glutamato extracelu-
lar, que resulta dafiino para las células viables del area de
penumbra isquémica, y en consecuencia sufren un edema
citotdxico progresivo. Sin embargo, “in vivo” no se produce
una respuesta de regulacion del volumen intracelular glial
como la detectada “in vitro”, en cultivos de astrocitos some-
tidos a alteraciones de la composicion idnica del medio
extracelular®?. Si ésta se produjera, eliminaria el exceso
de agua intracelular junto al glutamato captado previa-
mente, y los astrocitos contribuirian a la excitotoxicidad del
foco isquémico. Por lo tanto, el metabolismo del glutamato
extracelular parece constituirse en el factor principal que
determina la fisiopatologia de los astrocitos en la isquemia,
mediante un aumento de la actividad del ciclo glutamato-
glutamina-GABA. Sin embargo, este incremento podria no
estar exento de aspectos negativos, ya que provoca el man-
tenimiento del edema citotdxico glial, una respuesta que
limitaria la difusiéon de sustratos procedentes de la circu-
lacién colateral a través del espacio extracelular. Asi, la
respuesta astrocitaria a la isquemia podria incluir simulta-
neamente aspectos beneficiosos y perjudiciales. La figura
6 resume la progresion de las alteraciones metabdlicas de
neuronas, espacio extracelular y células gliales durante la
isquemia cerebral.

Finalmente, las evidencias descritas en este trabajo indi-
can que las alteraciones metabdlicas inducidas por la isque-
mia cerebral no afectan exclusivamente a las neuronas,
sino particularmente a los astrocitos y muy especialmente a
las interacciones metabolicas entre neuronas y células glia-
les. Este es un aspecto importante, puesto que indica que
los procedimientos terapéuticos cldsicos dirigidos exclu-
sivamente a preservar la funcionalidad neuronal podrian
resultar incompletos. Asi, una terapia racional del insulto
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isquémico deberia incluir tanto formacos protectores contra
la excitotoxicidad del glutamato como farmacos correcto-
res del edema glial. Proponemos que estas combinaciones
terapéuticas podrian mejorar significativamente los resul-
tados obtenidos con los tratamientos basados en combatir
exclusivamente el dafio neuronal.
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Comentario al articulo Fisiopatologia de las células glia-
les en la isquemia cerebral

El trabajo de Pascual y col. es una excelente y actuali-
zada revision del papel relevante que las células de la glia
juegan en la fisiopatologia de la isquemia cerebral. A pesar
de la complejidad de los conceptos que se introducen, éstos
se exponen de una forma clara y concisa. La lectura de este
trabajo es amena y facilmente comprensible para el lector
poco iniciado en el tema. Para los conocedores del mismo,
este trabajo es una excelente puesta al dia. Los esquemas
que se acompafian complementan de una forma clara el
texto, tienen un disefio excelente y son muy didacticos.

La importancia de las células gliales en el manteni-
miento de la homeostasis cerebral ha sido puesta de mani-
fiesto en multiples modelos experimentales (in vitro e in
vivo) de isquemia cerebral. Las células de la glia han pasado
de ser consideradas como estructuras con funciones de
mero soporte a un grupo celular extremadamente activo y
responsable de activar sistemas de proteccion cerebral de
extremada complejidad. Entre sus funciones neuroprotec-
toras demostradas, se sabe que las células gliales facilitan la
reduccidn de la acidosis cerebral, que intervienen en el blo-
queo de los fendmenos de excitotoxicidad y que neutralizan
en parte la salida masiva de potasio al espacio extracelular.
Todos estos fendomenos, estdn directamente implicados en
la fisiopatologia de la isquemia/infarto cerebral. En los ulti-
mos afios, algunos autores han sugerido la hipétesis de que
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la células gliales podrian servir también como un depdsito
de 4cido lactico en las situaciones de isquemia. Tradicional-
mente se ha considerado al 4cido lactico como un producto
exclusivo del metabolismo anaerobio y como un factor que
contribuye a la progresion de la lesion isquémica. Autores
como Shurr cuestionan este hecho y apoyan la hipotesis
de que el 4cido lactico acumulado en las células gliales es
devuelto a la neurona en las fases iniciales de la reperfu-
sion del tejido isquémico mediante un sistema de transporte
glio-neural. Una vez en la neurona, este producto del meta-
bolismo anaerobio serd metabolizado mediante el paso a
piruvato y su entrada en el ciclo del acido tricarboxilico'=.
Esta hipotesis, aunque es todavia un motivo de controver-
sia, rescata de nuevo el papel relevante de las células gliales
como estructuras con funcidén neuroprotectora en los meca-
nismos de isquemia cerebral.
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