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RESUMEN

Introduccién: La isquemia cerebral constituye una de las primeras causas de
muerte y la principal causa de discapacidad adquirida a nivel mundial.
Actualmente se estudian nuevas variantes terapéuticas mediante la
comprobacion de su efecto neuroprotector o neurorreparador; para ello se
utilizan los modelos in vitro que permiten entender la fisiopatologia, y los
mecanismos moleculares y celulares involucrados.

Objetivo: Describir la actualidad de los modelos in vitro de isquemia cerebral.

Método: Se realizd una revision sistematica de los modelos in vitro de
isquemia cerebral utilizados en los ultimos cinco anos. Se tuvieron en cuenta
los procesos de la cascada isquémica simulada, el tipo celular y los
indicadores isquémicos.

Conclusion: Se pueden definir varios tipos de modelos in vitro: los de
privacion de oxigeno y glucosa, que simulan el proceso isquémico desde su
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punto inicial, y los que reflejan procesos mas especificos como los de
excitotoxicidad, estrés oxidativo e inflamacion. En todos los modelos se
utilizan células primarias gliales, epiteliales o neuronales y se obtienen
indicadores isquémicos que varian desde el aumento de citocinas
proinflamatorias a la pérdida de la viabilidad celular.

Palabras claves: isquemia cerebral; modelos in vitro; glutamato; OGD;
inflamacion; peroxido de hidrogeno.

ABSTRACT

Introduction: Cerebral ischemia constitutes one of the first causes of death
and the main cause of acquired disability worldwide. New therapeutic variants
are currently being studied by testing their neuroprotective or
neuroreparative effect; for this purpose, in vitro models are used to
understand the pathophysiology, and the molecular and cellular mechanisms
involved.

Objective: To describe the up-to-date in vitro models of cerebral ischemia.

Methods: A systematic review of in vitro models of cerebral ischemia used in
the last five years was carried out. The proceses of the simulated ischemic
cascade, cell type and ischemic indicators were taken into account.

Conclusions: Several types of in vitro models can be defined, those of oxygen
and glucose deprivation, which simulate the ischemic process from its initial
point, and those that reflect more specific processes such as excitotoxicity,
oxidative stress and inflammation. In all models, primary glial, epithelial or
neuronal cells are used and ischemic indicators ranging from increased
proinflammatory cytokines to loss of cell viability are obtained.

Keywords: cerebral ischemia; in vitro models; glutamate; OGD; inflammation;
hydrogen peroxide.
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Introduccion

Las enfermedades cerebrovasculares constituyen una de las primeras causas de
muerte y la principal causa de discapacidad adquirida a nivel mundial. Las de
tipo isquémico, debido a la oclusion de un vaso sanguineo cerebral, resultan las
mas frecuentes con mas de un 80 % de incidencia.” La disminucién de sangre en
el cerebro trae consigo la deplecion de glucosa y oxigeno, y desencadena una
serie de procesos celulares y moleculares, conocidos como cascada isquémica,
que finalizan con la muerte celular. El activador plasminogeno tisular
recombinante se ha aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos
como Unico farmaco para el tratamiento de la isquemia cerebral; sin embargo,
sus beneficios se asocian al riesgo de hemorragia y neurotoxicidad.® Por
consiguiente, la bUsqueda de un tratamiento para la isquemia cerebral se ha
convertido en una de las principales lineas de investigacion con mas de 30 mil
publicaciones solo en la primera mitad del ano 2020.

La introduccién de una nueva estrategia terapéutica necesita primero comprobar
su efecto neuroprotector o neurorreparador mediante ensayos preclinicos; para
ello se usan modelos in vivo o in vitro que dilucidan los mecanismos celulares y
moleculares del tratamiento estudiado, ademas de entender la fisiopatologia de
la enfermedad.

Existen diferentes tipos de modelos in vitro de isquemia cerebral. Las diferencias
se encuentran en el proceso de la cascada isquémica, asi como por el tipo celular
utilizado. La presente revision tuvo como objetivo describir la actualidad de los
modelos in vitro de la isquemia cerebral.

Métodos

Se realizé una revision sistematica de los modelos in vitro de isquemia cerebral
utilizados en los ultimos cinco anos en la base de datos cientificas PubMed y Web
of Science con los términos de bUsqueda stroke in vitro experiments, brain
ischemia in vitro experiments. Se tuvieron en cuenta los procesos de la cascada
isquémica simulada, el tipo celular y los indicadores isquémicos. Se priorizaron
los articulos originales publicados entre 2015-2020.
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Cascada isquémica

La isquemia desencadena cambios moleculares y celulares conocidos como
cascada isquémica. A causa de la disminucion del flujo sanguineo en el cerebro,
merma la entrada de oxigeno y glucosa, y con ello se produce la deplecion del
adenosin trifosfato. Esto produce en la neurona la despolarizacion de la
membrana celular debido al fallo de la bomba Na*/K". Esta despolarizacion abre
los canales de Ca* voltaje-dependientes y desbloquea los receptor-dependientes,
por lo cual entran grandes cantidades de Ca®" al espacio intracelular. Como
resultado se mantiene la despolarizacion de la membrana neuronal y aumenta la
liberacion de diversos aminoacidos excitadores. Entre ellos, el glutamato que, al
sobrepasar los limites tolerables, genera fenomenos de excitotoxicidad, asi como
una activacion prolongada de sus receptores neuronales. Este ciclo se agrava por
la despolarizacion de la membrana en el astrocito, que tiene como una de sus
funciones fisioldgicas la recaptacion del glutamato.”® Instaurado el proceso
isquémico, primero ocurre la necrosis neuronal y glial irreversible; luego, la
entrada de iones de Na" y Cl" causa edema citotoxico y la entrada de agua rompe
la membrana celular en el nicleo isquémico.

La via de muerte celular por apoptosis se activa en la zona de penumbra
isquémica y puede evolucionar a infarto.® El aumento de Ca®' intracelular a
niveles suprafisioldégicos activa varias vias apoptoéticas que culminan en la
liberacion de proteasas, lipasas, endonucleasas y 6xido nitrico sintasas que
degradan las proteinas del citoesqueleto, la matriz extracelular y los acidos
nucleicos. Se produce, ademas, una disfuncion mitocondrial por cambios en la
membrana, la apertura de canales ionicos y la consecuente libracion de
moléculas proapoptoticas.

Los electrones libres acumulados en la mitocondria reaccionan con el oxigeno
procedente de una reperfusion y producen aniones superdxidos (0). EL O
constituye el radical libre que inicia la cascada de estrés oxidativo. Sin embargo,
se forman otros como el radical hidroxilo (OH’) y el perdéxido de hidrogeno (H,0,)
generado por la superoxido dismutasa. La formacion de radicales libres ocasiona
alteraciones celulares por la oxidacion de lipidos, ADN y proteinas.®

Los procesos de neurotoxicidad y estrés oxidativo activan las microglias y los
astrocitos, que secretan citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL-6, and IL-
18.“ Estas citoquinas empeoran el proceso inflamatorio mediante la infiltracion
y reclutamiento de monocitos, neutrofilos, células-T y células NK. El aumento de
los radicales libres y la accion de metaloproteasas de la matriz comprometen la
integridad de la barrera hematoencefalica. Esto conlleva a la infiltracion de las
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células del sistema inmune no residentes y toxinas que exacerban el dafo
celular.

Modelos in vitro

Basados en la cascada isquémica, los modelos de isquemia cerebral utilizados in
vitro se dividen en generales y especificos. Los primeros permiten el estudio de
los procesos derivados de la hipoxia inicial y los segundos, el estudio de
mecanismos de accion asociados directamente a procesos especificos. En los
modelos generales se incluyen los de privacion de oxigeno y glucosa (OGD del
inglés Oxigen and Glucose deprivation), con y sin reperfusion; y pueden
acompanarse de una reoxigenacion (OGD/R). En los especificos destacan los que
simulan los procesos de excitotoxicidad, estrés oxidativo e inflamacién. En este
tipo de estudios se afaden al cultivo celular diversas sustancias como glutamato,
H,0,, y lipopolisacaridos (LPS) o citoquinas (fig.).

Modelos in vitro de isquemia cerebral

Generales Especificos
| |
OGD Excitotoxicidad Estrés oxidativo Inflamacion
OGD/R L Glutamato L H,0, — LPS
— IFNy
Otros

Fig. - Modelos in vitro utilizados en el estudio de la isquemia cerebral.
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Los procesos bioquimicos de la cascada isquémica se diferencian entre las
neuronas, la glia y el componente vascular; por ello en las investigaciones se
utilizan células neuronales o similares, microglias, astrocitos y células
endoteliales.

Modelos de privacion de oxigeno y glucosa (OGD)

El dano celular isquémico resulta de la reduccion del suministro de oxigeno y
glucosa; por tanto, este modelo representa las condiciones patoldgicas iniciales
de la isquemia. En esta técnica las células se colocan en un medio de cultivo
que, entre otros componentes, contiene glucosa y se incuban a 37°C, atmosfera
de 5% CO; y 20 % O,. Cuando se alcanza la fase de crecimiento exponencial, las
células se ubican en un nuevo medio sin glucosa y con valores de O, que varian
entre el 1y 0 %. El proceso de reoxigenacion se simula y se retornan las células a
un cultivo con las condiciones iniciales. Estos modelos se diferencian por el
tiempo de OGD, el de reoxigenacion y el tipo celular empleado (tabla 1).

Tabla 1 - Modelos de OGD y OGD/R segun tipo celular, tiempo de privacion de oxigeno y
glucosa/reoxigenacion e indicadores de isquemia analizados

Tipo celular Tiempo Indicadores de isquemia
OGD
Neurona Neuro-2a 4h®) tmuerte celular,® tCaspasa-3®
6h® |p-Akt®
PC-12\ 6h lviabilidad celular
Microglia HMO6®) 4h lsupervivencia celular, 1Ca*" y ROS
Bv2® 0,6,12,24h tproteina INF-y, TNF-a, IL-18, IL-6, e IL-8
Célula Microvascular 16h tmuerte celular, tTactividad Caspasa-3, TmRNA IL-
endotelial | primaria® 6, MCP-1 y E-selectina
OGD/R
Neurona Corticales primarias 70min/24h"% | tmuerte celular
5min/24h")
HT-22 8h/12h tproteina iNOS, Arg-1, IL-18, NF-kBp65, p-NF-
kBp65, NLRP3, TLR4
SY-SH5Y 6h/24h13) tmuerte celular, ROS™
24h/48h% lmasa mitocondrial, tasa respiratoria maxima,
cox(

1Caspasa-3/9(4
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IMRNA,CREB, Bcl-2"™

Microglia Microglias 4h/12h TmRNA de TNF-aq, IL-18, iNOS, e IL-10
primarias” 1pNF-kB
BV2 3h/21h"®) tniveles y mRNA de TNF-a, IL-18, TGF-8 e IL-10"®
6h/12h(1? 1mRNA CD16, CD32, y CD86"®
Ip/t-PKAy p/t-CREB!"®
11L-18, TLR4, NF-kB, NLRP3('?
Astrocitos Primarios 6h/24n"" tmuerte celular™
30min/24h" | 1IL-1a, IL-18, iNOS, MCP-1, TNF-a e IL-6'"
Célula bEND5® 6h/4h tproteina de ICAM-1 y adhesion de monocitos
Endotelial 1p-Akt
Microvascular 1h/24h tapoptosis, permeabilidad, MMP-2/9
primaria!'”
bEnd.31® 3h/21h |viabilidad celular, tactividad Caspasa-3
lproteina ZO-1 y ocludinas
Cocultivos Neuronas 3h/24h lviabilidad neuronal
microglia'® 11L-18,IL-6,IL-10, TNF-a, IL-33
Neuronas 45min/24h |viabilidad celular
astrocitos'” 1mRNA TNF-a, IL-6
ImRNA TGF- 8, IL-10
Microglias 30min/24h tIL-1a, IL-18, iNOS, MCP-1, TNF-a, IL-6
astrocitos'")
Endotelial 1h/24h™"" 1apoptosis endotelial, permeabilidad, MMP-2/9
microvascular
astrocitos
Cultivos 20min/24h“Y | tmuerte celular
organotipicos tmicroglias activadas, fagociticas
corticales

Leyenda: Neuro-2a: neuroblastoma de ratén; PC-12: feocromocitoma de rata; HMO6: microglia humana; BV2: microglia de
raton; HT-22 neurona hipocampal de ratén; SY-SH5Y: neuroblastoma humano; bEND5: endotelioma de raton; bEnd.3:
célula endotelial derivada del cerebro de raton.

Con el modelo de OGD se analizan indicadores de apoptosis, inflamacion, dafo
mitocondrial y de la ruptura de la barrera hematoencefalica. La muerte o la
viabilidad se observan en todos los tipos celulares. El desarrollo de las caspasas y
la disminucion de la proteina quinasa B y Bcl-2, ligadas a la supervivencia
celular, se consideran otros indicadores apoptoticos.

El incremento de diversos marcadores proinflamatorios se estudia en todos los
tipos celulares a niveles de expresion genética, proteica y concentraciones
extracelulares. Se reporta el aumento de interleuquinas (IL) 1a, 18, 6, 8 y 33,
interferén gamma (INF-y) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) con menos de
una hora de OGD. Igualmente, se extiende el Oxido nitrico sintasa inducible
(iNOS), isoforma de la enzima NOS, en respuesta a estimulos de diversas citocinas
que, al reaccionar con O°, producen peroxinitrito en exceso Y,
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consecuentemente, toxicidad celular.?" El dafo mitocondrial se evidencia con la
disminucion de la tasa respiratoria y el ascenso de la enzima citocromo-C oxidasa
que favorece la sobreproduccion de superoxidos.

El receptor tipo-Toll 4 (TLR4) constituye una proteina transmembrana, que se
expresa en microglias, astrocitos y neuronas, e inicia cascadas
proinflamatorias.'? Su activacién desencadena la sefalizacion mediante NF-kB,
que libera citocinas, quimioquinas y moléculas de adhesion. La ruta TLR4/NF-kB
resulta fundamental en la formacién del inflamasoma de la proteina 3 del
receptor nodular (NLRP3);?? esta proteina estimula la caspasa-1 y la maduracion
de IL-18 e IL-18. Los principales receptores y mediadores de esta ruta se
manifiestan durante el proceso isquémico.

La ruta proteina quinasa A/ regula las citocinas antiinflamatorias y los factores
relacionadas con la desactivacion de la microglia; por tanto, sus valores durante
los procesos de OGD se reducen. Marcadores del fenotipo antiinflamatorio de las
microglias como IL10, factor de crecimiento transformante-B8 (TGF-B), arginina-1
(Arg-1) se potencian luego del proceso isquémico; mas no a los niveles que los
del fenotipo M1 (CD16, CD32 y CD86)."® Esto demuestra que ambos fenotipos se
pueden inducir en los procesos isquémicos y analizarlos resulta indispensable
para encontrar nuevas estrategias terapéuticas, teniendo en cuenta la
neuroinflamacion como factor principal.

Las células endoteliales, de manera individual o en cocultivos con astrocitos,
permiten el estudio del efecto de la OGD en la barrera hematoencefalica. Se ha
reportado un incremento de la MMP-2 y -9; la primera de tipo constitutiva y la
segunda inducida por citoquinas. La MMP-2 comienza la degradacion de proteinas
de las células endoteliales y, eventualmente, de las proteinas de union
estrechas, como las ocludinas y la union ocluyente-1, lo cual permeabiliza la
membrana y rompe la barrera hematoencefalica.®® En este tipo celular se han
encontrado marcadores proinflamatorios relacionados con la adhesion
leucocitaria como la proteina quimioatrayante de monocitos tipo-l (MCP-1),
molécula de adhesion leucocito-endotelial 1 (E-selectina) y la molécula de
adhesion intracelular 1(ICAM-1).©

El modelo de OGD se ha utilizado en el estudio de cocultivos con medios
condicionados sin contacto célula-célula. Jin y otros"V estudiaron la
supervivencia de neuronas sometidas a OGD y a medios de cultivo de microglias,
astrocitos o cultivos mixtos. La exposicion a los astrocitos provoco la muerte
celular neuronal; sin embargo, se redujo con las microglias, luego de la OGD, vy al
cultivo mixto. Esto sugiere que las microglias limitan la respuesta inflamatoria de
los astrocitos; por tanto, esta variante de cocultivo permite estudiar los efectos
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de un tipo celular sobre otro. Ademas, en caso de reperfusién, el cambio hacia
un medio no condicionado, podria estimular respuestas celulares que enmascaren
otras rutas ya desencadenas luego de la OGD.**

Modelos especificos de excitotoxicidad, inflamaciéon y estrés
oxidativo

Entre los procesos mas importantes vinculados a la cascada isquémica se
encuentran la secrecion de sustancias toxicas, la inflamacion y el estrés
oxidativo. Aunque pueden estudiarse con el modelo OGD/R, no necesitan de
incubadoras con condiciones de hipoxia porque solo requieren de sustancias que
induzcan al proceso de interés.

El glutamato, principal responsable de los procesos citotdxicos luego de la
isquemia, es la sustancia de eleccion para el modelo de excitotoxicidad. En el
caso de la inflamacion se utiliza LPS, componente de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas y endotoxina reconocida en la induccion exogena de la
neuroinflamacion mediada por las microglias. Otros inductores de la inflamacion
resultan las propias citoquinas y las proteinas que estimulan la respuesta inmune.
El estrés oxidativo se provoca directamente con el H,0;, que se forma de manera
natural durante la isquemia. En la tabla 2 se ejemplifican estos tres modelos.

Tabla 2 - Modelos de excitotoxicidad, estrés oxidativo e inflamacion

Tipo celular Concentracién- Indicadores de isquemia
Tiempo

Excitotoxicidad (Glutamato)

Neuronas pC-12") 15 mM-24h |viabilidad celular
SY-SH5Y®) 1uM-24h tmuerte celular, ROS, mMP
Tproteina PARP, Caspasa-3, p-Ak
Primarias 100uM-4h2® tapoptosis\?62728)
100pM-5min@” tmRNA p53, Bax, Caspasa-3%¢)
5uM-10min©@® JMRNA,® proteina® Bcl-2
tproteina Bax, citocromo-C, Caspasa-
3@)
Glia Microglia/ Astrocitos*” 125uM-20min tNF-kB, IL-18, COX-2
Célula TR-BBB®Y) 1mM-24h Jviabilidad celular
endotelial IMRNA eNOS
TNO, mRNA iNOS
cocultivos Neuronas corticales + | 10/100pM-20min lsupervivencia neuronal |numero vy
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Neuronas

Célula
endotelial

Glia

Cocultivo

Neurona
Glia

Célula
endotelial

Glia®"

Neurona + glia®?

SY-SH5Y
PC-12

Neuron-2a®¥

HBMECs®”

Glia primaria®”

Neuronas corticales

Glia®"

SHSY5Y®)
BV2

N9®@

Microglia Primaria

Microglia + astrocito

bEND5®

+

100pM-24h
1mM-4h

Estrés Oxidativo(H,0,)

100 pM-12 h™
200pM-12h@)

0,3 mM-4h")
70puM-2h©3¥

100pM-24h

300pM-24h

100/500puM-20min
10/100uM-20min

Inflamacion
LPS(1uM/ml)-24h
LPS(500ng/ml)-
24h®

LPS(100ng/ml)  +
IFN-y  (20ng/ml)-
48h7

LPS (1pg/ml)-12hC®
LPS(1pug/ml)

LPS(10ng/ml)-
24hG9

IFNY(20ng/ml)
+TNFa (50ng/ml-2)-
24h©?

LPS(1pg/ml)-24n@

TNF-a
4h

(50ug/ml)-

largo dendritas-24h

tmuerte celular, Caspasa-3
TmRNA IL-18, IL-6, TNF-a
|BDNF,GS, EEAT

tmuerte celular™*)
|viabilidad celular*¥

lviabilidad celular, mMP, BDNF, mRNA
Bcl-2

tapoptosis, NO, Ca*, ROS

TmRNA IL-18, IL-6, TNF-a, Bax, iNOS
1JAK-STAT

Jviabilidad celular

TMDA, ROS, 8 OhdG
TmRNA/proteina IL-18, IL-6, TNF-a,
1SOD, GSH

tmuerte celular

tmuerte neuronal

tmuerte celular

tmRNA iNOS, S TNF-a,®®3) |L-6, IL-18,
TLR4, NF-kB,®® IL-12, CD16, CD32C7
tproteina IL-18, IL-6, TNF-a, TLR4, NF-
kB,®® iNOS,® NLRP3®

1L-6,C5738) 112, IL-2, IL-18,%7 TNFG®
ImRNA CD206, Arg-1©7

1TNF-a, IL-18, IL-6

TROS, JNK, invasion vy fagocitosis
celular

tmRNA NOS2, Arg1,%? TNF-a, IL-18, IL-
6, MCP120

tNO, @39 TNF-q, ROS®

tproteina iNOS, Arg1, COX-269

tproteina ICAM-1

Leyenda: Neuro-2a: neuroblastoma de raton; PC-12: feocromocitoma de rata; HMO6: microglia humana; BV2: microglia de
ratén; N9: microglia de raton; HT-22: neurona hipocampal de ratén; SY-SH5Y: neuroblastoma humano; bEND5:
endotelioma de raton; TR-BBB: célula endotelial capilar de cerebro de raton.
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Estos modelos contribuyen al estudio de los mecanismos de apoptosis,
inflamacion, citotoxicidad y dafo mitocondrial. Las concentraciones de
glutamato, LPS, citocina o H;0, provocan la respuesta isquémica esperada, la
cual varia en dependencia del tipo celular y las condiciones de cultivo; también
se observan estudios en fase aguda (< 24h) y cronicos (> 24h).

El glutamato, aminoacido neurotransmisor, predomina en las células del sistema
nervioso central; pero si sobrepasa los niveles fisiologicos resulta citotoxico. Las
exposiciones prolongas en los modelos de excitotoxicidad por glutamato afecta a
todos los tipos celulares: aumentan las proteinas proapotéticas, como la
polimerasa poly-ADP-ribosa, las caspasas, el factor de trascripcion p53 y las
quinasas, que unen y fosforilan a la proteina c-Jun. En las neuronas se
incrementan los radicales libres, se pierde la membrana mitocondrial y
disminuye el factor neurotrofico, derivado del cerebro y asociado a la
supervivencia neuronal. En el caso de las células endoteliales, la exposicion a
altas dosis de glutamato reduce la isoforma endotelial de la ONS, vital en los
procesos de vasodilatacion y angiogénesis, en contraste con el aumento de iNOS
que se asemeja a lo obtenido en el modelo OGD. Igualmente, estudios en
cocultivos arrojan que el glutamato restringe la glutamina-sintetasa y el
transportador aminoacido excitador en los astrocitos. 2

El H,0, se emplea en el modelo de lesion oxidativa celular. Este compuesto
quimico estimula a las especies reactivas del oxigeno que desencadenan la ruta
mediada por NF-kB e inducen el iNOS y la cicloxigenasa-2. Se considera un
oxidativo potente que promueve las citoquinas proinflamatorias, los factores
apoptoticos, las Janus quinasas (JAK), que junto a las proteinas transductoras de
sefales y activadoras de la transcripcion (STAT) forman la ruta JAK-STATSs,
importante via de respuesta inflamatoria que media la respuesta inmune y la
apoptosis celular; igualmente, reduce los niveles de factor neurotrofico derivado
del cerebro.®*

Destaca el estudio de marcadores del estrés oxidativo con el malondialdehido,
generado luego de la peroxidacion lipidica, mediada por las especies reactivas
del oxigeno.®® Este modelo reporta valores elevados de 8-hydroxy-2-
deoxyguanosina, un biomarcador de dano oxidativo en el ARN y ADN celular, y de
marcadores de respuesta antioxidante como la superoxidismutasa y el glutation,
los cuales disminuyen luego de la incubacion con H,0,.

En el caso de los cocultivos, los efectos del H,0; y el glutamato se diferencian
por las células gliales. Por ejemplo, Falcucci y otros®" necesitaron
concentraciones de glutamato 10 veces mayores en cultivos con glia para que la
muerte celular se asemejara a la obtenida en cultivos neuronales sin la capa
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glial. Esto demuestra que las células gliales mantienen las concentraciones
fisiologicas de glutamato. En el caso del H,0; se observa un patron similar.

En el modelo de inflamacion se utilizan basicamente LPS o citocinas. Este tipo de
prueba se aplica sobre todo a células gliales, pero se observan indicadores
isquémicos en células endoteliales y neuronales. En las microglias se estudian
indicadores proinflamatorios como citocinas e iNOS, la produccion de oxido
nitrico, las especies reactivas del oxigeno y el aumento de la actividad de las
caspasas. Otros marcadores proinflamatorios resultan CD16, CD32, CD197. 203749

El LPS se emplea para obtener microglias de fenotipo M1 y provoca mejores
resultados que las citocinas en el proceso inflamatorio;'>'®'® aunque estas
ultimas acercan el modelo a lo que fisiolégicamente sucede luego del proceso
isquémico. Ademas, citocinas proinflamatorias como el IFNy o el TNF-a“®37 se
hallan en enfermedades del sistema nerviosos central, no asi el LPS.

Similar a los estudios con OGD, los marcadores antiinflamatorios se pueden
potenciar o reducir luego del estimulo inflamatorio, lo que estimula los dos
fenotipos de microglias, aunque siempre el fenotipo M1 alcanza niveles
superiores. El fenotipo M2 se desarrolla a partir de citocinas como el I1-4.¢?

En los modelos hibridos los cultivos se someten a mas de un estimulo isquémico y
se obtienen indicadores mayores que en las formas individuales. Ye y otros!'?
recurrieron a OGD/R (8h/12h) con LPS (1ug/ml) en lineas neuronales y gliales.
Este tipo de cultivo tridimensional preserva la arquitectura del organo estudiado
y la mayoria de sus interacciones. Por su parte, Liao y otros*" emplearon un
cultivo organotipico de hemisferio cerebral completo y determinaron un aumento
de citocinas proinflamatorias ante la estimulacion con LPS.

Elegir el cultivo apropiado constituye un aspecto importante en cualquiera de los
modelos utilizados. En todos los tipos celulares se observan los marcadores
isquémicos basicos: muerte celular, estrés oxidativo, liberacion de citocinas y
marcadores proinflamatorios. La seleccion de una linea celular resulta
conveniente debido a su facil manejo, la reduccion del numero de animales y la
variedad de publicaciones que la mencionan; sin embargo, las células primarias
se asemejan mucho mas a un modelo in vivo y se manejan en prototipos mas
avanzados, como los cocultivos.

Los modelos in vitro permiten el analisis especifico de rutas moleculares y
mecanismos de accion, pero no manifiestan las interacciones de los diferentes
tipos celulares del organismo. Los cocultivos y cultivos organotipicos aminoran
esta desventaja, aunque el analisis de los resultados in vitro debe extrapolarse
con cuidado. Esto se hace aun mas critico en el estudio de la isquemia cerebral
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porque la integracidon del componente vascular con las células nerviosas y gliales
desempena un papel importante en la evolucion de la lesidon isquémica.

Conclusiones

Los modelos in vitro de isquemia cerebral se clasifican, segin el proceso que
modelan, en generales o especificos. Los primeros permiten el estudio desde la
hipoxia inicial, mientras que los segundos se enfocan en procesos especificos
mediante el uso de inductores de excitotoxicidad, estrés oxidativo o inflamacion.
De forma general, estos contribuyen a la investigacion de mecanismos de
apoptosis, inflamacion, citotoxicidad y dafo mitocondrial.

Todos los tipos celulares de la unidad neurovascular pueden usarse en estos
modelos; sin embargo, para los inflamatorios se prefieren las células gliales, y los
de excitotoxicidad se analizan en neuronas o células endoteliales.

Los modelos in vitro se limitan por la representacion parcial de las interacciones
de los fendémenos in vivo, situacion que se soluciona con el uso de células
primarias o cocultivos. La seleccion de un modelo en especifico dependera de los
mecanismos de accidon de interés y posibilidades de experimentacion, pero se
considera indispensable optimizar los protocolos y analizarlos adecuadamente
para su extrapolacion.
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