Antagonistas del receptor NMDA en isquemia cerebral focal.
Modelo experimental
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Resumen

En el dafio neuronal isquémico, uno de los mecanismos finales de lesion celular es la entrada abrupta de calcio al
interior de la célula mediada por canales dependientes de voltaje o por activacion de receptores NMDA (N-metil D-
aspartato), que origina destruccion de las membranas y el citoesqueleto.

Se probo la utilidad terapéutica de un blogueador no competitivo del receptor NMDA (MK-801, 2mg/kg
intraperitoneal), para reducir la extension del dafio neuronal en un modelo de oclusion de la arteria cerebral me-
dia en rata. El MK-801 se administrd 10 minutos antes (grupo 3) y una hora después de la oclusion (grupo 4), y los
resultados se compararon conun grupo de oclusion sin medicamento (grupo 2) yun grupo control (grupo I). Se encontré
que la administracion de MK-801 redujo significativamente el drea de infarto en relacion al grupo de oclusidn sin
medicamento (p<0.05), con mayor efectividad cuando se administrd de forma profildctica (10 minutos antes de la
oclusion) (grupo 3). Estos resultados sugieren que el MK-801 puede ser efectivo en la prevencion de dario neuroldgico
post-isquémico. Sin embargo, antes de recomendar su aplicacion elinica, deberdn definirse sus posibles efectos
colaterales.

PALABRAS CLAVE: INFARTO CEREBRAL} BLOQUEADORES DE CALCIO} ISQUEMIA FOCAL
Summary

Ischemic cerebrovascular disease is an important cause of morbidity and mortality. One common final pathway in
newronal ischemic damage is the uncontrolled influx of calcium into the cell, mediated by voltage dependent channels
or activation of the NMDA (N-methyl D-aspartate) receptor. The therapeutic utility of a non-competitive NUDA
blocker (MK-801, 2 mg/kgi.p.), to prevent the neuronal ischemic damage in an experimental middle cerebral artery
occlusion madel has been tested. The drug was administered 10 minutes before (group 3) and one hour after the
arterial occlusion (group 4), and the results were compared with a group in which no medicament was utilized (group
2) and a control group (sham operation, group ). MK-801 reduced significantly the area of infarction in relation to the
control group (p<0.05), mainly if the MK-801 was administered before the occlusion (group 3). These results suggest
that MK-801 may be useful for the prevention of the newronal ischemic damage caused by focal schemia. However,
before recomending its use in humans, all the possible collateral effects must be defined.
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Introduccién

La enfermedad vascular cerebral (EVC), después de las
enfermedades cardiacas y el c4ncer, ocupa el tercer lugar
como causa de muerte en la mayoria de los paises desa-
rrollados, y constituye una de las diez primeras causas de
morbimortalidad en México.'

Quienes logran sobrevivir a un ataque de apoplejia
sufren secuelas, muchas de ellas incapacitantes. A pesar
de que la incidencia de la EVC ha ido disminuyendo en
los ultimos 30 afios, todavia constituye un problema
importante de salud piiblica con un alto costo social.

Hace aproximadamente diez aiios, se propuso que la
necrosis neuronal en la isquemia, hipoglicemia, y el “sta-
tus” epiléptico, se encontraban intimamente relaciona-
dos 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 y de
aminodcidos excitatorios (AAE). Se demostré que la pér-
didd de la homeostasis del calcio conduce a dafio celular
debido auna lipolisisy proteolisis incontroladas, las cuales
causan dafio a la membrana celular y degradacién del
citoesqueleto.* Un mecanismo importante que determina
la entrada exagerada de calcio al interior celular estd
condicionado por laactivacion de canales de calcio opera-
dos por agonistas, notablemente por el L-glutamato y
otros AAE relacionados. Aunque los AAE pueden tam-
bién dafiar a la célula a través de una entrada anormal de
sodio y cloro, por su efecto osmético concomitante, existe
acuerdo en que la mayor parte del dafio celular se en-
cuentra condicionado por el calcio.*®

El calcio normalmente entra a la célula a través de
uno de los trestipos de canales de calcio (designados como
LT y N), o 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).° Losreceptores a kainato y AMPA (también
conocidos como no-NMDA) son permeables principal-
mente a cationes monovalentes (Na+, K+ e H+), mientras
que ¢l canal regulado por NMDA lo es al calcio. El re-
ceptor NMDA es bloqueade por algunos antagonistas
competitivos, mientras que el canal asociado al receptor
es bloqueado por el magnesio y otros antagonistas no-
competitivos como la ketamina, fenciclidina, y compues-
tos como el MK-801 (dizocilpina).™® La hipétesis
excitotéxica del dafio 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 tamaiio de infartos experimentales
causados por isquemia focal **
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De acuerdo a esta hipdtesis, el dafio celular puede ser
prevenido por:1) Blogueo de la activacion del receptor a
glutamato, 2) aumento de la actividad de neurotrans-
misores inhibitorios, 3) bloqueo de la entrada de calcio al
interior celular, 4) inhibicién de la actividad de la proteina
kinasa C y 5) proteccién en contra del daiio celular.

En este trabajo, se decidié comprobar la utilidad del
MK-801 (un antagonista no competitivo del receptor
NMDA), para reducir el tamafio de infartos producidos
experimentalmente en un nuevo modelo de oclusion de
la arteria cerebral media (ACM) en rata, en comparacién
con un grupo control.

Material y métodos

Veinte ratas adultas tipo wistar con un peso entre 230-
320 gr se mantuvieron a temperatura ambiente que oscilé
entre los 22-26°C, con 50 por ciento de humedad y bajo
ciclo suefio-vigila de aproximadamente 12 hr. Las ratas
tuvieron libre acceso a comida y agua. Todas fueron anes-
tesiadas con hidrato de cloral a una dosis de 200 mg/kg
bajo respiracién espontinea. Se canalizd la arteria ventral
de la cola de la rata para monitoreo continuo de la presién
arterial media (PAM). Se tomaron muestras repetidas de
sangre a través de esta via para medicion seriada de pH,
hematocrito, y glicemia. Se ocluyd la ACM utilizando el
método descrito por Zea Longa,'!" modificado por
Kawamura et al.'"*" En resumen, este método consiste en
elaislamiento de la arteria cardtida externa (ACE) izquier-
da a través de una incision ventral medial en el cuello de
larata, Se identifican laarteria tiroidea superior y occipital
de la ACE, se coagulan y se cortan, La tinica rama de la
arteria cardtida interna (ACI) extracraneal, la arteria
pterigopalatina es igualmente disecada y aislada. El origen
de la arteria pterigopalatina es ocluide con un clip
microvascular de tal manera que la sutura intraluminal de
nylon empleada para ocluir la ACM no sea erréneamente
introducida en este vaso. Posteriormente, la ACE fue
ocluida con una doble ligadura de seda 6-0 y seccionada
para formar un mufién arterial. A través de este muiién
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 aproximada-
mente 17.5 mmde la sutura a través de la ACI extracraneal
hasta llegar a sentir una ligera resistencia, indicando que la
puntade lasutura habia llegado alaarteriacerebral anterior
¥ que la arteria cerebral media habia sido ocluida en su
origen, De esta manera, el flujo sanguineo hacia la ACM
proveniente de la ACI, la arteria cerebral anterior y la
arteria cerebral posterior fue bloqueado anivel del poligono
de Willis,
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El MK-801 se disolvid en solucion salina a una con-
centracion final de 3 mg/ml. La dosis administrada fue de
2 mg/kg de peso, intraperitoneal. Las ratas fucron divi-
didas en 4 grupos: grupo 1, control (operacion simulada).
Grupo2, oclusionde la ACM sin empleo de neuroprolectores
Grupo 3, oclusion de la ACM con administracion de MK-
801 diez minutos antes de la oclusion. Grupo 4. oclusion de
la ACM y administracion de MK-801 una hora despuds de
la oclusion. Todas las ratas fueron exploradas
neurologicamente a las 8 y 24 hr. La severidad del déficit
motor fue clasificada en 4 grados de acuerdo a Bederson el
al.'"; grado 0. ningin déficit observable: grado 1, extremi-
dad anterioren flexion: grado 2, disminucionde la re
cia al desplazamiento lateral; grado 3, marcha en circulo
hacia el lade parético (lateropulsion).

Veinticuatro hr después de la oclusion de ln ACM, las
ratas fueron nuevamente anestesiadis con la misma dosis
de hidrato de cloral. se expuso el corazén mediante una
toracotomia para insertar una cinula en la aorta ascen-
dente a través del ventriculo izquierdo. La arteria aorta
abdominal se ocluyé y se practicd una incision en la
auricula derecha. La fijacion por perfusion se llevo a cibo
con formalina al 10 por ciento para inmediatamente des-
pués extracr el encélalo v depositarlo en formaling a la
misma concentracion para su estudio histopatologico, El
cerebro se incluyd en parfina y se realizaron secciones
coronales con un grosor de 5 micras para ser (eiiidas con
hematoxilina y eosina. El drea analizada se situé en un
corte coronal a 6 mm del polo frontal. Las dreas de infarto
fueron medidas utilizando un programa de digilalizacion
deimagenes (Targa truevision, IBM), Eldreade infarto fue
calculada mediante un programa de computacion que
utiliza integracion munérica de las arcas infartadas cn cl
corte coronal con un factor de conversion de pixeles a
milimetrys. El firea de infarto se expresd como un porcen-
taje del drea cerebral total del corte seleccionado y en
términos absolutos en mm cuadrados.

Se caleulo la media, desviacion estindary error estin-
dar de todos los datos. Se realizd un andlisis de varianza a
través del método de ANOVA y la comparacion intergru-
pal mediante la prueba “t de Student™, Se considerd como
significativo un valor de p < 0.05,

Resultados

En todos los grupos la PAM permanecio dentro de
limites normales durante el procedimiento. Enlas ratasen
las cuales se midid pH. glicemia y hematocrito, no se
registraron cambios durante Ia oclusion. Algunas ratas
desarrollaron una hipercapnia leve durante la anestes

Antugonistay del reeeptor NMDA en isquemia cercbinl focal

Exploracion neurologica

La exploricion neurologica en el grupo | fue normal en
todas las ratas. Encl grupo 2, a las 8 hir fuc grado 2 en una
ratay grado 3 en cuatro. A las 24 hr, dos ratas permanecie-
ron en grado 3 ¥ tres en grado 2. En los grupos 3 y 4 ¢l total
de animales permanccieron en gradeo 3a las 8 y 24 hr, e
inclusive algunas de ellas presentaron un aspecto mori-
bundo.

Tamaio del infarto

El valer porcentual del tamaiio del infarto para todos los
grupos sc expresa en la Figura 1. Existio un patron consis-
tente de daiio isquémico, y cjemplos tpicos de infartos en
los grupos 2-4 se muestran en la Figura 2. En el grupo |
(operacion simulada), no se presentaron en ninguna de las
ratas dreas de infarto. Enel grupo 2, la media y DS del
drea total de infarto fue de 46.1 + 7.3 mm*; en el grupo 3
de 53433 mm’ yenel grupo 4 de 144 +4.9 mm?, La
reduccion del drea de infarto fue mayor en ¢l grupo 3 y en
cl grupo 4 en comparacion al grupo 2 (p < 0.05), sin em-
bargo, tambicn existio una diferencia significativa en el
electo terapentico del MK-801 cuando se administro antes
o una hora después de la oclusion (p < 0.05).
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Fig. 1. Oclugion de la arteria cerebral medin. Efecto terapéutico del
MK-801

Discusion

La EVC isquémica es una causa importante de mortalidad
e incapacidad funcional en los paises industrializados y
ocupa una de las diez primeras causas de mortalidad en
Meéxico. sin embargo, hasta el momento los resultados
terapéuticos han sido decepcionantes. Los mayores pro-
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gresos han sido logrados en la prevencion de los eventos
vasculares isquémicos, principalinente a través del con-
trol de la hipertension arterial y de la isquemia cercbral
producida por causas cardiacas,! Aun cuando se reconoce
que la prevencion es ¢l factor mids importante para dismi-
nuir la incidencia de este tipo de padecimicntos, se llevan
acabo grandes esfuerzos para reducir las consecuencias de
un evento isquémico una vez que esie se ha instalado,

Grupo 2

Grupe 3

Grupo 4

Fig. 2. Ejemplos graficox de Ja extension del drea de infarto en los
diferentes grupos de estudio (ver texto para deseripeion de los grupos).

Lasupresiondelaporte circulatorioen untronco vascular
determinado produce una lesion con dimen-siones viria-
bles en un territorio que se encuentra definido por la
topogralia vascular, Esta lesion sufre un proceso evolutivoe
en horas, dias y semanas que permiten su caraclerizacion
histopatoldgica. Por otra parte, las evidencias experimen-
tales sugieren que la muerte neuronal es causada por una
activacion descontrolada de receptores al L-glutamato
Este AAE activa al receptor NMDA que a suvez produce
un dafio exicitotoxico de naturaleza post-siniplica que se
relaciona con el ealcio y el sodio. El calcio citisélico activa
varias enzimas proteoliticas que terminan con la destruc-
cion celular**'* Esle mecanismo citotoxico ha sido pro-
pucstotambién paraotrotipode enfermedades no isquémicas
tales como la enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica y el sindrome de inmuno-deficiencia adquiri-
da, entre otras.? En base a lo anterior, recienicmente se ha
incrementado el interés en la posible aplicacion terapéutica
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de antagonistas de los AEE. En particular, evidencia
derivada de estudios animales han indicado que antagonis-
tas del receptor NMDA  poscen  propiedades
anticonvulsivantes y ansioliticas. conun  efecto preven-
tivosabre ladegeneracion neuronal causada porla isquemia,
anoxia, hipoglicemia y neurotoxinas enddgenas.*® Como
agentes terapedlicos, los antagonistas no competitivos
NMDA son compuestos lipofilicos que rapidamente pene-
tran al sistema nervioso central, a diferencia de los antago-
nistas compeltitivos disponibles. De estos antagonistas no
compeltitivos, el niis potente de ellos hasta ahora conoci-
do cs el MK-801 (dizocilping) (Figura 3), y su utilidad ha
sido demostrada en algunos modclos de isquemia focal.™'*

Un aspecto importante de los estudios sobre dafio
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isquémico ha sido determinar sies posible definir el efecto
terapéutico de las drogas empleadas, aun cuando se apli-
quen algimas horas después de ocurrido un episodio
isquémico, ya que esta situacion es muy comin en la
prictica clinica debido al tiempo que trascurre entre el
diagnésticoy el inicio del tratamiento. Enbasealoanterior,
decidimos probar la utilidad del MK-801 cuando se admi-
nistriantes y una hora después de la oclusion experimental
de la ACM en rata.

Resultados terapéuticos
En ¢l modelo empleado en este estudio, la oclusion

intraluminal de la ACM produjo un infarto masivo del
tgjido cerebral en el lado ocluido, que en promedio para el
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grupo 2 (grupo sin tratamiento) fue de 35.2 por ciento de la
superficie total del corte. La administracion del MK-80 1
(2 mg/kg i.p.) 10 minutos antes de laoclusion fue capaz de
producir una- reduccidn importante en el frea total de
infarto en un 65 por ciento en comparacion al grupo sin
tratamiento (p < 0.05). Este grado de neuroproteceion
habia sido previamente publicado en casos de administra-
cion pre-oclusion.® Porotra parte. la administracion de este
Firmaco una hora después de la oclusion produjo una
disminucion del infarto en un 35 por ciento en compara-
cion al grupo sin tratamiento (p < 0.05). Estos resultados
sugicren que el uso del MK-801 (2 mg/kgi.p.) puede ser de
valor terapéutico en isquemia focal. principalmente
dentro de la primera hora de instalada la isquemia. Esta
situacion, aunque dificil en la prictica clinica, pudiera ser
de utilidad en estados de isquemia aguda que ocurren en
medios intrahospitalarios (procedimicntos endovasculares,
oclusion vascular intraoperatoria, oclusiones espontineas.
cic.). El mencanismo de accion mas probable del MK-801
cs ¢l rescate de las zonas de “penumbra isquémica™ en la

region del infarto para proteger en contra del daio causado
por exceso de activacion de los receplores para AAE
(Figura 4)'. Queda por determinar en estudios posleriores
la totalidad de la “ventana terapéutica” de este Firnico

para su posible utilidad cn etapas mas tardias de la
isquemia, sin embargo. es una realidad que hasta cl
momento no existe ningin Firmaco reconocido que brinde
una neuroproteccion si seaplica después de 5 hr de haberse
instalado un evento isquémica cercbral focal."'” En estos
casos habria que considerar el valor terpeitico de la
perfusion trasvenosa retrograda para poder hacer Hegar un
firmaco a las dreas isquémicas.

D- AP5

@DHD@

Nat MK-801,
c:“* PCPatc

i

L 4
:

: !

LI

®

Fig. 4. Receptor NMDA y sus probables sitios de Blogues por antagons-
s competitivos (D-APS) y no:compelitivos (MK-X01, PCT)

Antagonistas del receptor NMDA en

Evaluacion neuroligica

La evalwicion neuroldgica de las ratas nos permitié
cvaluar indirectamente el impacto clinico del infartoy en
cierta manera, los efeclos colaterales del MK-801. En este
estudio, encontramos que en ¢l grupo sin medicamento la
valoracion realizada 8 hr después de la oclusion, mostrd
en L mayoria de los casos un grado 3 con tendencia a
evolucionar a un grado 2 dentro de las primeras 24 hr, sin
cmibargo. en los grupos 3 y 4 (tratados con MK-801), la
exploracion neuroldgica mostrd un grado 3 en todas las
ratas sin lendencia a I mejoria neurologica. es decir que a
pesar de que hubo una reduccidn objetiva de las dreas de
infarto, este efecto terapeitico no se reflejd en mejores
condiciones neureldgicas. La causa de este fendmeno
hasta ¢l momento no tiene una explicacion satisfactoria, y
no habia sido reportado anteriormente. Una causa proba-
ble podria ser la interaccion del MK-801 con ¢l anestésico
cmpleado (hidrato de cloral). sin embargo la comproba-
cion de tal interaccion requiere de estudios experimentales
adicionales.

En resumen. los resultados oblendios en este modelo
experimental con el empleo del MK-801 apoyan Ia hipo-
lesis de que los receptores NMDA juegan un papel impor-
tante en la degeneracion neuronal inducida por isquemia,
La habilidad de este antagonista cuando se administra por
Vi perif i prevenir el daio neuronal, atin cuando
se realice despucs de imstalado un cpisodio isquémico,
sugicre el uso potencial de esie compuesto en el tratamien-
1o de In EVC isquémica humana.
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