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Respuesta de una subpoblación de interneuronas y del transportador glial
de glutamato GLT1 en la corteza contralateral a un foco isquémico

ADRIANA M. MEDINA, PHD1,2, NORBERTO GARCÍA-CAIRASCO, MSC, PHD3,
MARTHA ISABEL ESCOBAR, MSC1

RESUMEN

Introducción: La isquemia cerebral es una de las formas de lesión cerebral mas frecuentes en el humano. Usualmente los
investigadores cuando estudian su fisiopatología se centran en las áreas directamente comprometidas: región del foco, o en
las zonas de penumbra, olvidando otros sectores vecinos o no del foco que están conectados con estos sectores de injuria,
los cuales pueden estar implicados en algunos de los síntomas que se observan en los pacientes que sufren procesos
isquémicos.

Objetivo: Evaluar el comportamiento laminar de una subpoblación de interneuronas y de la población glial de la corteza
cerebral contralateral al foco isquémico, a través de los marcadores parvalbúmina (PV), que detecta neuronas gabaérgicas y
del transportador glial de glutamato GLT1.

Materiales y métodos: Se ocluyó la arteria cerebral media derecha en ratas macho adultas, durante 90 minutos, utilizando
una sutura intraluminal. Los animales se sacrificaron a las 24 y 72 horas post isquemia. El análisis se hizo en la corteza
contralateral al foco, identificando interneuronas PV positivas y la expresión en astrocitos del transportador GLT1.

Resultados: Se encontró disminución significativa de la marcación del transportador de glutamato, GLT1, en las capas III
y IV de la corteza contralateral al foco isquémico y un aumento en la expresión de PV en las capas II a V comparado con los
animales controles.

Conclusiones: Los cambios en la expresión de GLT1 pueden proveer un nuevo estado de regulación de glutamato y un
patrón diferente de actividad en áreas remotas a un foco isquémico. El aumento en la expresión de PV puede corresponder
a un mecanismo adaptativo asociado al incremento de glutamato, por la disminución del transportador, en las envolturas gliales
de las sinapsis. Este estudio representa un ejemplo de plasticidad neuronal y glial en zonas remotas al foco isquémico pero
conectadas con el mismo.

Palabras clave: Parvalbúmina; Transportador glial de glutamato 1; Isquemia cerebral; Corteza contralateral;
Plasticidad neuronal; Desconexión.

Contralateral cortical response of a subpopulation of interneurons and the glial glutamate transporter GLT1 to an
ischemic core

SUMMARY

Introduction: Cerebral ischemia is an important cause of brain lesion in humans. The target in research has been the
ischemic core or the penumbra zones; little attention has been given to areas outside the core or the penumbra but connected
with the primary site of injury.

Objective: Evaluate the laminar response of a subpopulation of gabaergic cells, those that are parvalbumin (PV) positive
and the astrocytes through the expression of the glial transporter GLT1 on the contralateral cortex to an ischemic core.

Methodology:  For this purpose we used the medial cerebral artery occlusion model in rats. The artery was occluded for
90 minutes and the animals were sacrificed at 24 and 72 hours post-ischemia. The brains were removed, cut in a vibratome at
50 microns and incubated with the primary antibodies against PV or GLT1. Sections were developed using the vectastain Kit.
In control tissue the primary antibody was omitted.
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Results: When compared with control animals, treated
ones show a decrease in the expression of  GLT1, especially
in layers III and IV of the contralateral cortex to the ischemic
core. PV positive cells increases in layers II and V.

Conclusion: Increases in the expression of PV cells could
correspond to an adaptation associated with glutamate
increases in the synaptic compartment. These increases may
be due to decreases in the expression of GLT1 transporter,
that could not remove the glutamate present in the synaptic
cleft, generating hyperactivity in the contralateral cortex.
These changes could represent an example of neuronal and
glial plasticity in remote areas to an ischemic core but
connected to the primary site of injury.

Keywords: Parvalbumin; Ischemia; Stroke;
Contralateral cortex; Plasticity; Disconnection.

La isquemia focal es una de las formas más frecuen-
tes de lesión cerebral en humanos. Durante años los
estudios se han dirigido a comprender la fisiopatología
del foco isquémico y del área de penumbra. Por la
amplia conectividad del sistema nervioso y los arreglos
sinápticos precisos entre las células vecinas y la relación
directa con células localizadas en áreas remotas, la
lesión que ocurre en una región determinada del sistema
nervioso central repercute directamente sobre zonas
que no están involucradas en la injuria inicial, pero que
reciben o pierden las aferencias de la región lesionada.
Después de una lesión isquémica focal experimental se
han descrito adaptaciones morfofuncionales y molecu-
lares en la corteza contralateral1. Estos cambios involu-
cran hiperexcitabilidad, cambios en la conformación de
las espinas dendríticas y sobre-regulación en la expre-
sión de varios genes, la mayoría de ellos asociados con
plasticidad, señalización neuronal y factores de creci-
miento. Se considera que en el ser humano los cambios
remotos consecuentes a la isquemia pueden contribuir a
la aparición de alteraciones neurológicas y neuropsi-
quiátricas tales como depresión, demencia y epilepsia,
los cuales no en todos los casos pueden correlacionarse
con el sitio primario de lesión2.

Los cambios observados en las zonas distantes al
foco lesional se denominan cambios remotos o diasquisis3

que se pueden clasificar en cuatro niveles de acuerdo
con el mecanismo de injuria:
1. Cambios remotos originados por edema cerebral.
2. Cambios remotos atribuibles a depresión diseminada

(spreading depression)
3. Cambios remotos en áreas de proyección

4. Cambios remotos debidos a plasticidad reactiva y
efectos sistémicos3.
El presente trabajo se centra en el tercer mecanismo,

basándose en el conocimiento existente sobre la
conectividad cortical y el fenómeno de la diasquisis. El
propósito de este trabajo es analizar los cambios que
ocurren en una subpoblación de interneuronas gabaér-
gicas y en los astrocitos localizados en la corteza cere-
bral contralateral a un foco isquémico, mediante un
anticuerpo contra la proteína atrapadora de calcio
parvoalbúmina (PV), que es específica de interneuronas
gabaérgicas y el transportador glial de glutamato GLT1.

La hipótesis se basa en que una lesión focal de la
corteza se debe reflejar en la corteza opuesta:
1. En interneuronas de la corteza contralateral que

recibe aferentes comisurales y
2. En la población de astrocitos que expresan GLT1, el

cual remueve 90% del glutamato presente en las
interacciones sinápticas excitatorias.
Se espera que haya variaciones interlaminares en la

expresión inmunohistoquímica de parvalbúmina y del
transportador GLT1, considerando que si bien existen
interacciones interlaminares en la corteza, en cada
lámina hay variantes en la relación entre interneuronas
y patrones de conectividad aferente y eferente.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los experimentos se realizaron en ratas macho
Wistar con un peso promedio entre 280-350 g, las cuales
se obtuvieron del Bioterio de la Facultad de Salud de la
Universidad del Valle. Los animales se mantuvieron en
un ciclo de 12:12 horas de luz-oscuridad y recibieron
comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos y
el protocolo experimental fueron aprobados por el Co-
mité de Ética en Experimentación Animal de la Facultad
de Salud, Universidad del Valle.

Procedimiento quirúrgico. Los animales se
anestesiaron con una mezcla de ketamina-xilazina (50
mg/ml; 2 mg/ml; 0.8 mg/kg) por vía intraperitoneal. Se
mantuvieron en una temperatura rectal de 37+0.5ºC con
la ayuda de una lámpara de calor. Bajo microscopía
estereotáxica, se disecó la vasculatura del cuello expo-
niendo la arteria carótida común derecha hasta la
bifurcación, se disecó y ligó la arteria carótida externa
(ACE), luego se disecó la arteria carótida interna (ACI),
se separó del nervio vago adyacente y se interrumpió el
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flujo sanguíneo de la arteria pterigopalatina suturándola
a nivel de su origen con un monofilamento de nylon 4-0.
La isquemia focal se indujo siguiendo el protocolo de
Longa4, de la siguiente manera: se utilizó un mono-
filamento de nylon 4-0 (Ethilon ®, Ethicon® Co, Inc)
cubierta previamente con una solución de poli-l-lisina
(0.1% (peso/volumen) (Sigma®), preparado en agua
desionizada y secado durante una hora a 60°C. El
monofilamento se introdujo 18 mm desde la arteria caró-
tida externa derecha hacia la carótida interna (ACI)
hasta alcanzar la parte inicial del segmento de la arteria
cerebral media derecha (ACM). La ACE se suturó con
un nylon 5-0 en el lugar donde se introdujo la sutura para
prevenir la hemorragia. La incisión en el cuello se cerró
con seda calibre 3-0. El monofilamento se dejó en su
lugar durante 90 minutos y luego se removió para
permitir la reperfusión. Los animales control se trataron
con los mismos protocolos de anestesia y quirúrgico sin
introducción del monofilamento intraluminal. Los ani-
males que mostraron síntomas neurológicos (ver esca-
la), se seleccionaron para el análisis inmunohistoquímico.

A las 2, 8 y 12 horas de isquemia se realizó la prueba
neurológica para evaluar la adecuada oclusión de la
arteria cerebral media derecha, con la escala de 4
puntos de Longa4:
1= Falla para extender completamente la pata izquier-

da.
2= Movimientos circulares hacia la izquierda.
3= Caídas hacia el lado izquierdo.
4= Pérdida de movimientos espontáneos con disminu-

ción del nivel de conciencia.
Protocolo inmunohistoquímico. Los animales se

prefundieron a las 24 y 72 horas posteriores a la isque-
mia (n=5), con una mezcla de paraformaldehido, lisina y
periodato de sodio (PLP, pH: 7.4) por vía intracardíaca.
Con el mismo protocolo de anestesia con ketamina-
xilazina (50 mg/ml; 2 mg/ml; 0.8 mg/kg) se perfundieron
los animales por vía intracardíaca. Los animales utiliza-
dos para evaluar la expresión de PV y GLT1 se agru-
paron para el sacrificio a las 24 y 72 horas posteriores
a la isquemia (n=5), se perfundieron utilizando una
mezcla de paraformaldehido, lisina y periodato de sodio
(PLP, pH: 7.4). Los cerebros se removieron y se deja-
ron en el mismo fijador por 24 horas a 4ºC. Por medio de
un vibrátomo (Lancer) se obtuvieron secciones coronales
seriadas (50 µm), utilizando como referencia la comisu-
ra blanca anterior, la región anterior del hipotálamo, el

estriado y el pálido ventral, este nivel corresponde a las
coordenadas interaural 9.2 mm, bregma 0.2 mm. Para
confirmar las alteraciones histopatológicas, se utilizó
marcación inmunohistoquímica para la proteína asocia-
da con microtúbulos 2 (MAP2, Kosik, Santa Bárbara
CA, diluido 1:100 PBS/TritonX100), la cual es un mar-
cador de injuria neuronal (Figura 1) y NeuN (Chemicon)
(1:2500 PBS/TritonX100 0.5%), que marca las pobla-
ciones neuronales, con el propósito de definir claramen-
te el espesor de cada lámina cortical. Los individuos que
mostraron alteraciones histológicas por este criterio
fueron los que se utilizaron en este estudio.

Con el propósito de identificar neuronas positivas
para PV y para GLT1, las secciones flotantes se incu-
baron durante 12 horas en anti-PV (Sigma®), diluido
1:5000 PBS/triton X-100 y en anti-GLT1 (Novo Cas-
tra®) diluido 1:40 en PBS. Se escogió examinar el com-
portamiento del marcador GLT1 in situ, por los infor-
mes sobre labilidad de los transportadores de glutamato
en tejido homogenizado. La marcación para ambos
anticuerpos se reveló utilizando avidina-biotina siguien-
do las instrucciones del fabricante (Vectastain® CA).
La actividad de la peroxidasa se reveló, utilizando 3.3
dia-minobencidina como cromógeno con peróxido de
hidrógeno al 0.01% y contrastando después con níquel.
Los animales control (n=5), se procesaron simultánea-
mente, omitiendo la incubación con el anticuerpo prima-
rio.

Análisis a microscopía de luz. Se seleccionaron los
cortes de la corteza frontoparietal, que corresponde al
área sensoriomotora, porque en el modelo de isquemia
utilizado por los autores, el foco isquémico comprende
estas áreas corticales y un sector de la región dorso-
lateral del caudado. Además, se analizó cualitativamente
la región del cíngulo tanto ipsi como contra-lateral,
teniendo en cuenta que estas dos regiones están conec-
tadas entre si por fibras comisurales, pero que no
corresponden a regiones infartadas por la oclusión de la
arteria cerebral media. Los cortes se fotografíaron con
una cámara digital Cannon® Power Shot S30 adaptada
a un microscopio de luz (Olympus® CH-2 optical
modelo CHS). Las imágenes a analizar se lograron
mediante la composición de fotografías consecutivas,
las cuales se fusionaron digitalmente con el programa
Photo Stich® versión 3.1 (2000). Las imágenes obteni-
das representaban el espesor completo de la corteza
cerebral, sobre las cuales se realizaron los conteos
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correspondientes utilizando el programa SigmaScan-
Pro® 5. Para el procedimiento cuantitativo se hicieron
cajones de 100 x 500 micras (100 en el plano coronal y
500 en el plano tangencial). Se tuvo como criterio colo-
car el cajón en el centro de cada lámina. Para cumplir
este criterio la guía fue el espesor de cada lámina
determinado en cortes coronales teñidos con NeuN
(marcador neuronal), acoplados con los cortes sucesi-
vos para PV y GLT1 y así asegurar la ubicación laminar.

Los datos se analizaron con ANOVA de una vía,
seguido por el post-prueba de Neuman Keuls. Se con-
sideraron estadísticamente significativos valores de
p<0.05.

RESULTADOS

De los 25 animales operados, 15 presentaron déficit
neurológico al recuperarse de la anestesia, llegando a
los grados 1, 2 y 3 después del período de recuperación.
No se utilizaron animales en el grado 4 (n=10), por su
baja supervivencia. Se realizaron cortes coronales su-
cesivos a partir de la comisura blanca anterior, para
hacer el análisis con los marcadores seleccionados
teniendo en cuenta las coordenadas mencionadas antes.
La región examinada correspondió a la corteza fronto-
parietal contra-lateral (izquierda), que se relaciona con
la corteza isquémica en espejo. En cada caso la primera
sección procesada con el anticuerpo anti-MAP2, permi-
tió medir el tamaño del infarto, aproximadamente 30.8%,
que incluyó tanto la corteza fronto-parietal como el
caudado putamen (Figura 1). Los cortes teñidos con
NeuN permitieron medir el espesor de las láminas con
el propósito de facilitar la cuantificación celular en cada

capa (Cuadro 1).
Observaciones en el cíngulo. Como se partió de la

premisa de que el infarto producido en el hemisferio
derecho puede afectar a la corteza contra-lateral del
hemisferio izquierdo, se examinó la región del cíngulo
diferente al foco y a la penumbra isquémica para
observar el comportamiento de los marcadores selec-
cionados en el modelo. La lesión isquémica no  mostró
diferencias cualitativas en el cíngulo del hemisferio
isquémico ni en el del hemisferio contralateral (Figura
2), mientras que los cambios para PV y GLT1 en las
regiones contra-laterales al foco isquémico fueron muy
notables, por tanto se decidió hacer una evaluación
cuantitativa lámina por lámina de las regiones remotas
y establecer la progresión de estos cambios con el
tiempo de supervivencia.

Distribución de PV y de GLT1 en la corteza
cerebral normal. En la corteza fronto-parietal de ani-
males controles, las neuronas positivas para PV mues-
tran un patrón laminar específico. Es importante men-
cionar que la capa I carece de células positivas para PV,
en su lugar se observa una considerable inmunorreac-
tividad representada en neuritas probablemente perte-
necientes a neuronas localizadas en capas inferiores o
derivadas de regiones subcorticales. Las capas II a la
VI, muestran células positivas para PV con un cuerpo

Cuadro 1
Promedios de espesor por lámina cortical

en la corteza frontoparietal

    Lámina  Media   SD %

I 97.01 24.37 5.8
II 222.99 37.911 3.4
III 319.69 23.671 9.1
IV 59.81 11.83 3.6
V 316.28 26.571 8.9
VI 654.28 45.553 9.2

     Total 1670.06 67.81 100.0

Figura 1. Sección coronal de un cerebro isquémico
a las 72 horas de supervivencia marcado con el
anticuerpo anti-MAP2. Las zonas pálidas corres-
ponden a las zonas infartadas: corteza cerebral
frontoparietal y región dorsolateral del caudado
(1x).
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bien definido y procesos dendríticos y axones con
diversa orientación claramente marcados. La mayoría
de estas células se clasificaron como células en cande-
labro y células en cesta. El número de cuerpos celulares
inmunorreactivos es bajo en las capas II y VI, interme-
dio en la capa III y alto en las capas IV, V.

La inmunorreactividad para GLT1 se observa
homogéneamente distribuida en todas las capas
corticales, las células inmunopositivas aparecen como
anillos a partir de los cuales emergen procesos cortos.

Inmunorreactividad para PV y GLT1 en la cor-
teza cerebral contralateral al foco isquémico. Mien-
tras que en los controles las neuronas positivas para PV
predominan en las capas IV y V, en la corteza contra-
lateral al foco isquémico se observa un aumento notorio
en la inmunorreactividad a PV en las neuronas de las
capas II-III (Figura 3 y Gráfica 1). En la corteza contra-
lateral se observa una disminución en la inmunorreac-
tividad para GLT1 en todas las láminas analizadas en los
diferentes tiempos de supervivencia; esta reducción es
notable en las láminas medio corticales, sobre todo en la
lámina III (Figura 4 y Gráfica 2).

Variaciones laminares en la expresión de PV y
GLT1 en la corteza contralateral

Lámina I: Como la lámina I carece de cuerpos

Figura 2. Corte coronal a nivel de la comisura
blanca anterior (nivel de la lesión) que ilustra la
corteza del giro cíngulo de ambos hemisferios
marcada con anti-parvalbúmina. No se observan
cambios entre la corteza del hemisferio contralateral
(A) y la del lado isquémico (B) (4X). Barra 300 µm.

Figura 3. A. El corte corresponde a la imunorreac-
tividad normal a parvalbúmina; el marcaje mues-
tra interneuronas gabaérgicas localizadas princi-
palmente en las capas infragranulares. B, C. Sec-
ciones de corteza cerebral contralateral al foco
isquémico a las 24 y 72 horas post isquemia, respec-
tivamente. Después de isquemia focal, se observa
un incremento en el número de células positivas
para parvalbúmina en la corteza cerebral contra-
lateral. Estos cambios se inician desde los períodos
más tempranos, siendo más notorios en las capas
II a V (10x). Los recuadros muestran procesos
celulares vigorosos en la corteza contralateral al
compararlos con los controles (40X). Barra 100 µm.
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Parvalbúmina - Capa IV

Parvalbúmina - Capa III

Parvalbúmina - Capa II Parvalbúmina - Capa V

Parvalbúmina - Capa VI

Gráfica 1. Los histogramas permiten comparar la
inmunorreactividad a la parvalbúmina entre la
corteza cerebral normal y la corteza contra-lateral
a un foco isquémico a las 24 y 72 horas post-
isquémia. Los valores representan el conteo de
células positivas para parvalbúmina. Los datos se
presentan como células/50,000 µm. *** p<0.001.

    ***

   ***

   ***

   ***

***

***

***

***
celulares inmunorreactivos para PV, no se consideró
esta capa en el análisis cuantitativo. La inmunorreacti-
vidad para GLT1 aparece cualtitativamente disminuída;
sin embargo, no se encontraron diferencias en el conteo
celular.

Lámina II: El número de células positivas para PV
aumentó a las 24 y a las 72 horas, y no se presentaron
cambios en la expresión de GLT1.

Lámina III: El número de células inmunorreactivas
para PV se incrementó a las 24 y a las 72 horas y la
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     CONTROL         24 HORAS       72 HORAS

I

II

III

IV

V

VI

Figura 4. Expresión de GLT1 en la corteza cerebral
normal y en el lado contra-lateral al foco isquémico
a las  24 y 72  de supervivencia. Se observa una dis-
minución general en la inmunorreactividad para
GLT1 en la corteza contralateral a la lesión isqué-
mica al compararlo con el control; esta disminu-
ción es significativa en la capa III a las 24 y 72 horas
y en la capa IV sólo a las 72 horas. Barra 50 µm (10X).

expresión de GLT1 disminuyó en ambos tiempos de
supervivencia.

Lámina IV: La inmunorreactividad para PV aumen-
tó a las 24 horas de supervivencia; este incremento fue
aún mayor a las 72 horas. Por su parte la inmunorreac-
tividad para GLT1 disminuyó únicamente a las 72 horas
de supervivencia.

Lámina V: En esta lámina la inmunorreactividad
para PV se incrementó a las 24 y 72 horas de supervi-
vencia, mientras que la expresión de GLT1 no presentó
cambios.

Lámina VI: La inmunorreactividad para PV y para
GLT1 no cambió en ninguno de los tiempos analizados.

En resumen, las células inmunorreactivas para PV
se aumentaron en las capas II, III, IV y V y permane-
cieron constantes en la lámina VI. La expresión de
GLT1 disminuyó en la capa III en los dos tiempos de
supervivencia analizados (24 y 72 horas) y en la capa IV
disminuyó sólo a las 72 horas. La expresión de GLT1 no
cambia en las capas I, II, V y VI.

DISCUSIÓN

La mayor parte de las inter-neuronas de la corteza
cerebral expresan proteínas atrapadoras de calcio. En-
tre éstas la calbindina D28K, la calretinina y la parval-
búmina se expresan en interneuronas gabaérgicas y en
ellas contribuyen a mantener la homeostasis del calcio5.
Se han utilizado procedimientos inmunohistoquímicos
para identificar los diferentes tipos de células gabaérgicas
presentes en la corteza, teniendo en cuenta que cada
proteína se encuentra en diferentes tipos neuronales,
con muy poca coexpresión6.

La parvalbúmina se encuentra en células en cesta y
en células en candelabro7. Estas células realizan con-
tacto sináptico con el soma y el segmento inicial del axón
de neuronas piramidales respectivamente. Las células
en cesta forman una importante red inhibitoria de la
corteza cerebral, debido a su localización estratégica
cerca de los cuerpos de las neuronas piramidales, donde
controlan y sincronizan las salidas de las células pira-
midales. Se ha demostrado que en el hipocampo y en la
neocorteza las neuronas gabaérgicas positivas para PV
forman una red dual conectada por medio de uniones
laxas (gap junctions) y sinapsis químicas entre ellas de
tipo inhibitorio. Las primeras son importantes para
mantener la sincronía y las últimas pueden estar impli-
cadas en la generación de la actividad oscilatoria en el
rango de la frecuencia gama8.

En el presente estudio se demuestran incrementos
en la expresión de PV en la corteza contralateral a un
foco isquémico posterior a la oclusión de la arteria
cerebral media en ratas y disminución en la expresión de
GLT1 particularmente en la lámina III cortical. La
parvalbúmina es una proteína perteneciente a la familia
EF-hand, conformada por un conjunto de proteínas
atrapadoras de calcio que como se mencionó antes
están implicadas en la transducción directa de señales
mediadas por calcio y en el control de su homeostasis5.
Varios autores han informado que las proteínas
atrapadoras de calcio como calbindina D28K, calretinina
y parvalbúmina, tienen un papel neuroprotector al actuar
como amortiguadores de calcio que atenúan la sobre-
carga inducida por fenómenos excitotóxicos generados
por la lesión isquémica9. Sin embargo, este papel ha sido
controvertido, sobre todo en el caso de la PV.

Existen informes que indican que el papel de la PV
puede ir desde protector hasta tener un efecto deletéreo,
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Gráfica 2. Los histogramas muestran el conteo de células positivas para GLT1 en la corteza control y
en la corteza contra-lateral al foco isquémico a las 24 y 72 horas post isquemia.

Los datos se presentan como células/50,000 µm. ***p<0.001

GLT1- Capa III GLT1- Capa VI

GLT1- Capa II GLT1- Capa V

GLT1- Capa I GLT1- Capa IV

***
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por ejemplo en cultivos celulares de neuronas corticales
la expresión de parvalbúmina se incrementa con la
neurotoxicidad inducida por un agonista del glutamato el
N-metil-D-aspartato10. También se ha informado que la
expresión inmunohistoquímica de PV puede cambiar en
diferentes condiciones experimentales y en diferentes
regiones del sistema nervioso. Después de deprivación
olfatoria por oclusión unilateral de las nares realizado en
ratas y evaluadas dos meses después de la oclusión, se
encontró un incremento significativo ipsi y contra-late-
ral de células positivas a PV en los núcleos olfatorios
anteriores dorsal y lateral respectivamente11. Lo ante-
rior indica que la actividad regula la expresión de las
proteínas atrapadoras de calcio. Los resultados del
presente trabajo muestran un incremento general en el
número de neuronas que expresan PV en las capas II,
III, IV y V en la corteza contralateral a un foco isqué-
mico. Los autores consideran que estos cambios pueden
ser el resultado de la desconexión parcial por pérdida de
circuitos comisurales y de probables mecanismos de
reorganización sináptica inducidos por el proceso
isquémico. En la rata las fibras comisurales se originan
en neuronas localizadas en las capas III y V, estos
axones son glutamatérgicos y terminan en las capas II-
III y V-VI12. Aunque la mayor parte de las fibras comi-
surales terminan sobre espinas dendríticas de neuronas
piramidales, también conectan neuronas gabaérgicas,
en especial células en cesta y en candelabro, las cuales
expresan parvalbúmina12. Estas interacciones sinápticas
son relevantes como una fuente de inhibición, que
modulan la actividad de la corteza cerebral.

Teniendo en cuenta que la isquemia focal genera
muerte celular en la región del foco, si las neuronas
piramidales del foco mueren, los axones que terminan en
la corteza contra-lateral se degeneran, causando una
disminución de la estimulación de las células en cesta y
en candelabro, pero al mismo tiempo dejando vacantes
sinápticas que pueden ser ocupadas por axones recu-
rrentes de células piramidales vecinas, por fibras
asociativas del mismo hemisferio o por aferentes talá-
micas, todas las anteriores de carácter excitatorio.

En el presente estudio no hay evidencia directa de
esta reorganización sináptica, pero es una posibilidad
que es necesario explorar con experimentos nuevos y
más amplios. También es necesario señalar que las
neuronas comisurales que se proyectan desde la corteza
contralateral (exofocales) al foco isquémico, no podrán

entonces realizar contactos sinápticos sobre sus blancos
específicos. Este nuevo estado implica un contexto
morfológico y funcional diferente, que puede inducir
cambios espaciales y temporales en la expresión de
parvalbúmina, como los demostrados en este estudio,
donde se observan variantes en la expresión de PV
entre las 24 y 72 horas de supervivencia postisquémica.
Es importante anotar que las cortezas ipsi y contra-
lateral del giro cíngulo, no presentaron cambios obvios
en la expresión de parvoalbúmina como los que ocurren
en la corteza contra-lateral al foco. Se podría especular
que una diferencia en el sistema de circuitos corticales
ipsi-laterales vs. los comisurales podrían explicar las
discrepancias, sin embargo, esto requiere confirmación
experimental más directa.

Los cambios en la expresión inmunohistoquímica de
parvalbúmina descritas en el presente trabajo, nos per-
miten plantear que la señal para la inducción de los
cambios remotos implicaría procesos de hiperactividad
glutamatérgica en las zonas de injuria, con incrementos
en la liberación de glutamato en las regiones remotas.

Expresión de GLT1 después de isquemia en la
corteza contra-lateral. La pérdida de la homeostasis
de glutamato está involucrada en el inicio de varias
condiciones neurológicas incluyendo isquemia cerebral.
La homeostasis del glutamato es regulada principalmen-
te por una familia de transportadores de membrana
conocidos como transportadores para aminoácidos
excitatorios13. Esta familia de proteínas incluye cinco
miembros: GLAST (también conocido como EAAT 1),
transportador glial encontrado sobre todo en el cerebe-
lo; GLT 1 (o EAAT2), el principal transportador glial del
telencéfalo, EAAC1 (o EAAT3), transportador neuronal
también de localización en el telencéfalo, EAAT 4,
transportador neuronal del cerebelo y el transportador
EAAT 5, un transportador neuronal-glial presente en la
retina14.

Las alteraciones en la recaptura de glutamato debida
a cambios en la expresión o función de los transportado-
res de glutamato se han considerado como una causa de
la hiperexcitabilidad15.

Teniendo en cuenta que la lesión isquémica afecta a
las proyecciones comisurales, las cuales realizan con-
tactos sinápticos en la corteza contralateral sobre
neuronas piramidales y no piramidales y que alrededor
de estas sinapsis se encuentra dispuesta una envoltura
glial, la cual a través de la presencia de transportadores
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de glutamato se encarga de mantener la homeostasis del
neurotransmisor, se miró además, cómo la isquemia
afecta el comportamiento de este transportador en la
corteza contra-lateral al foco isquémico.

Se han demostrado cambios en la expresión del
transportador GLT1 en diferentes entidades dependien-
do de los modelos utilizados, del procedimiento experi-
mental o de las condiciones patológicas. Estos cambios
son más evidentes en unas áreas que en otras. Después
de isquemia global transitoria en ratas se ha observado
que la expresión del RNAm para GLT1 disminuye en la
región CA1 del hipocampo y en la región CA3 disminuye
sólo en períodos tempranos de supervivencia (día 1)15.
Los datos anteriores indican selectividad y especifici-
dad regional en la expresión del transportador GLT1
después de isquemia global. Posterior a isquemia focal
transitoria, se ha descrito que los niveles de proteínas y
de la expresión del RNAm para GLT1 y EAAC1
disminuyen significativamente (entre 36% y 56%) en el
hemisferio isquémico al compararlo con la corteza
contra-lateral o con los especímenes control16.

En el presente estudio se observó una disminución
significativa en la expresión inmunohistoquímica de
GLT1 en la corteza cerebral contra-lateral al foco
isquémico, después de oclusión de la arteria cerebral
media en ratas. Los resultados muestran una disminu-
ción de la inmunorreactividad para GLT1 en las láminas
III y IV de la corteza cerebral, mientras que en las capas
I, II, V y VI no se observan cambios significativos. En
la lámina III la disminución de la inmunorreactividad
para GLT1 se inicia a las 24 horas y continúa disminu-
yendo hasta las 72 horas, mientras que en la capa IV
sólo disminuye de manera significativa a las 72 horas. Es
posible que la disminución en la expresión de GLT1 en
las capas III y IV sea el resultado de la deaferentación
de las fibras comisurales que se origina a partir de estas
láminas. Otras láminas como la II, V y VI no muestran
ningún cambio, posiblemente porque la capa II da lugar
a fibras corticocorticales ipsilaterales, la capa V a fibras
corticoestriatales y la capa VI a proyecciones
corticotalámicas17, de tal manera que los axones que se
originan en estas capas no estarían en directa relación
con el sitio de la lesión.

Se ha demostrado en cultivos celulares que los
astrocitos expresan la proteína GLT1 sólo en la presen-
cia de neuronas. Existe también la evidencia in vivo de
que la expresión de GLT1 requiere de la interacción

glia-neurona. En isquemia cerebral transitoria se obser-
va una correlación positiva entre la pérdida de neuronas
piramidales de la región CA3 y la disminución de la
proteína y del RNAm para GLT115. En el hemisferio no
lesionado la regulación por lo bajo de GLT1, puede
obedecer a otros factores diferentes a los que se obser-
van en el hemisferio lesionado.

Se ha descrito ampliamente que la isquemia cerebral
focal puede también afectar la función de amplias
regiones dentro del mismo hemisferio y del hemisferio
contra-lateral, además de las regiones directamente
lesionadas por la reducción del flujo sanguíneo. Después
de oclusión permanente de la arteria cerebral media se
ha descrito en humanos incrementos en la excitabilidad
de la corteza contra-lateral. En pacientes con infarto
cortical se observa sobre-activación de áreas bilatera-
les motoras y no motoras18. Un aumento bilateral en la
activación de la red motora puede representar un incre-
mento en el reclutamiento de redes neuronales.

Los cambios demostrados en la expresión de GLT1
en el presente trabajo, podrían contribuir a los incremen-
tos en la actividad eléctrica de la corteza contra-lateral
al foco isquémico, causado por aumentos moderados en
las concentraciones de glutamato.

Como ya se mencionó la expresión de GLT1 por los
astrocitos sólo se da en la presencia de neuronas. El
péptido pituitario activador de la adenilciclasa (PACAP)
es un conocido modulador de la señalización
glutamatérgica. Este péptido es esencial para que se
exprese el transportador GLT1 en la corteza cerebral19.
Con base en los resultados del presente artículo se
propone que la desconexión procedente de las regiones
isquémicas puede llevar a una disminución en los niveles
de PACAP, lo cual puede producir una baja en los
niveles de GLT1. Lo anterior ocasionaría un moderado
aumento en la concentración de glutamato. La disminu-
ción de los niveles de GLT1 lámina específica (III y IV),
el incremento en la expresión de PV y en la actividad
eléctrica informada por otros20, pueden indicar adapta-
ciones morfofuncionales en el hemisferio contra-lateral
a un foco isquémico. En conclusión, después de isquemia
focal, los cambios en la expresión de GLT1 pueden
proveer un nuevo estado de regulación de glutamato y
un patrón diferente de actividad. Por otro lado los
incrementos en la expresión de PV pueden reflejar un
mecanismo compensatorio en respuesta a la actividad
de glutamato. Estos cambios son más relevantes en la



24

Colombia Médica                 Vol. 39 Nº 3 (Supl 3), 2008 (Julio-Septiembre)

lámina III. Aunque los aumentos en la expresión de PV
no se pueden correlacionar con los de la actividad gaba-
érgica, estos podrían vincularse a cambios en la activi-
dad glutamatérgica provistos por la reorganización
sináptica.
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LISTA ABREVIATURAS

PV: Parvalbúmina
GLT1: Transportador de glutamato 1
PACAP: Péptido pituitario activador de la

adenilciclasa
CA3: Cuerno de Amón 3
NeuN: Antígeno nuclear neuronal
MAP2: Proteína asociada con microtúbulos 2


