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Rlteracions del senyal de la MRI
en la isquéemia transitoria
i la seva correlacio histopatologica
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La utilitzacio de la imatge per ressonancia magneética (MRI) permet estudiar la
mort neuronal retardada induida per la isquémia cerebral transitoria en la rata.
Amb aquest rosegador es pot modelar l'ictus isquémic mitjancant una técnica
quirdrgica d'abordatge endovascular de la circulacié cerebral. Aquests estudis
permeten reflexionar sobre la relacié entre les alteracions histopatologiques i
les alteracions en la MRI, aixi com sobre el valor predictiu d'aquesta per detectar
una lesié tissular secundaria en la isquémia.
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Introduccié
ictus isquemic és el quadre clinic que
es produeix com a conseqiiencia de
l'obstrucci6 d’'una arteria encefalica
que condueix a la necrosi del teixit
que aquesta irrigava. Es tracta d’'una patologia
extremadament freqiient, amb un cost sociosa-
nitari enorme i que arriba a ser la segona cau-
sa de mort entre les dones i la tercera entre els
homes, a més d’'una de les principals causes de
discapacitat en majors de 60 anys.

En els darrers anys la imatge per ressonancia
magneética (MRI) s’ha convertit en una eina es-
sencial per a l'estudi d’aquesta patologia per dos
motius. En primer lloc, detecta amb una sensibi-
litat Optima i en temps molt inicials (menys de 3
hores) la preséncia d’isquémia tissular en el teixit
encefalic. En segon lloc, és una técnica molt ver-
satil que permet en una sola exploraci6 obtenir
diferents tipus d’'imatges que ens informen de
parametres com la mobilitat de les moléecules
d’aigua en el teixit, la seva abundancia relativa, la
presencia d’'obstruccions a les arteries leptome-
ningies, els nivells de perfusio tissular o la inte-
gritat de la barrera hematoencefalica, només per
citar-ne alguns. Si a tot aixo hi afegim que té una
sensibilitat per detectar les hemorragies intrapa-
renquimatiques similar al TAC, entendrem per-
que alguns autors la consideren la prova d’elecci6
per a l'estudi de l'ictus isquémic.

La possibilitat de realitzar estudis amb aquesta
técnica en animals d’experimentaci6 ens dona-

va l'ocasi6 de treballar sobre dues giiestions que
despertaven el nostre interés. Per una banda, en
certs models animals d’ictus en que es produeix
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una interrupci6 transitoria del flux sanguini, sa-
bem que es desencadena un procés de mort re-
tardada que es desenvolupa en les 12-24 hores
segiients al restabliment del flux. La pregunta
era, doncs, si la MRI podia ser util per estudiar
aquest procés, en especial si seria capag d’iden-
tificar el teixit que desenvoluparia aquest tipus
de lesid. Per altra banda, estavem interessats en
estudiar quines eren les alteracions histopatolo-
giques que justificaven les alteracions en la MRI,
perqué malgrat que els estudis realitzats, en es-
pecial en humans, sén extensos, els seus corre-
lats histopatologics s6n encara escassos.

Abordatge experimental i resultats

Per intentar abordar aquestes qiiestions es va
realitzar un model d’ictus en rata. Aquest model
consisteix en induir una isquémia transitoria del
territori de l'arteria cerebral mitjana d’'una hora
de durada. Aquesta alteraci6 transitoria del flux
acaba provocant l'aparici6 d’un infart del terri-
tori d’aquesta arteria. Per aconseguir aquesta
interrupci6 transitoria de l'aportaci6 sanguinia,
s’aborda l'arteria cerebral mitjana per via en-
dovascular amb un filament de nil6 a través del
territori carotidi. Un cop transcorregut el temps
d’isquémia desitjat es pot retirar el filament i per-
metre la reperfusio del territori cerebral afectat.
Es va practicar la tecnica d’'oclusié endovascular
de l'arteria cerebral mitjana a 54 rates mascles
de 280-320 g de pes i es van estudiar per MRI a
diferents temps, després de la reperfusio i també
durant 'oclusi6. Alguns animals del grup experi-
mental es van estudiar dues vegades durant l'ex-
periment, cosa que va permetre obtenir millors
dades de l'evolucio de les alteracions en la MRI al

MRI d'un pacient
amb ictus isquemic de l'artéria
cerebral mitjana. S'observen les
caracteristiques alteracions en
les seqtiencies de DWI i ADC.
Aquestes alteracions corres-
ponen a una disminucié de la
difusibilitat de les molecules
d'aigua en aquests territoris.
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B i E: progressi6 de les alteracions en la MRI
durant la reperfusié; imatges ponderades en difusié
(DWI). C i F: imatges ponderades pel coeficient aparent
de difusié de l'aigua (ADC). S'observa un creixement
progressiu de l'alteracié durant les 24 hores de reperfusié
coincident amb la instauraci6 de l'infart cerebral. Aquesta
lesié es fa patent abans a I'estriat que al cortex.

Petites alteracions en la MRI cortical a les 12 hores prediuen I'aparicié

d'infart. A-D: animal que no ha desenvolupat infart cortical a les 24 hores; observem
que a les 12 hores no hi ha alteracié ni a la DWI ni a TADC. E-H: animal que ha
desenvolupat infart a les 24 hores; a la seva MRI de les 12 hores s'aprecien canvis
en 'ambit cortical ala DWIia '’ADC. Cal destacar quant discrets sén aquests canvis,
en especial si es comparen amb el grau d'alteracié que presenta l'estriat. Les
imatges A-E corresponen a la técnica del clorur de trifenil de tetrazole que posa de
manifest l'infart cerebral com a zones pal-lides.

llarg del temps i sobretot de quins eren els can-
vis lligats a la reperfusi6. Un cop realitzat I'estu-
di amb MRI, es van sacrificar els animals i es va
sotmetre el teixit cerebral a una tinci6 amb clorur
de trifenil de tetrazole que tenyeix de vermell el
teixit viable i deixa sense tenyir el teixit infartat.
Aquesta técnica ens va permetre determinar, per
cada temps, quin era el teixit que ja havia desen-
volupat la lesi6. Aquests mateixos cervells es van
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estudiar posteriorment amb técniques d’histopa-
tologia classica i amb immunohistoquimica.

Els estudis que es van portar a terme de MRI es
van centrar sobretot en les imatges ponderades
en difusi6 (DWI) i en les ponderades pel coefici-
ent aparent de difusi6 de I'aigua (ADC). Aquests
tipus d’estudis ens informen del grau de difusibi-
litat de les molecules d’aigua en el teixit. De fet,
ambdues reflecteixen el mateix fenomen: durant
la isquémia cerebral hi ha una caiguda de la pro-
ducci6 d’ATP que condueix al fracas de les bom-
bes ioniques que mantenen el gradient osmotic.
Es produeix una entrada d’aigua massiva a l'inte-
rior de la cél-lula donant lloc al que es coneix com
a edema citotoxic. Com que l'espai intracel-lular
és més restringit que l'extracel-lular, la difusibi-
litat d’aquestes molécules és menor i aixo és el
que genera les alteracions que s’observen en les
imatges de MRI (ADC i DWI).

Es va poder observar que durant la isquémia hi
havia una gran alteraciéo en ’ADCila DWI, aques-
ta alteraci6 es reverteix amb la reperfusioé per
tornar a apareixer després de forma progressiva
pero inexorable. Aixi doncs, a les 8 hores de la
reperfusio s'observava una disminucié de TADC
en l'estriat. Lestudi posterior en els mateixos ani-
mals posava de manifest que a les 24 hores ’al-
teraci6 de 'ADC ja s’havia estés també a 'ambit
cortical. Determinavem, doncs, que els canvis en
la MRI apareixien de forma més progressiva en
el cortex cerebral. Aixo indica que l'aparici6 de

l'infart en aquest tipus de model es dona per un
procés de mort retardada i aquesta té un paper
més destacat en el cortex. Lestudi postmortem
de I'encefal amb la tinci6 de clorur de trifenil de
tetrazole va demostrar que l'aparicié de l'infart
coincidia amb l'aparicié de les alteracions en la
MRI. Aixi doncs, a les 8 hores, I'infart era només
evident en 'ambit estriatal, mentre que a les 24
hores ja afectava també al cortex cerebral.

Per altra banda, es va poder treure profit del que
a priori es considera un inconvenient del model
i que consisteix en el fet que alguns dels animals
no tenen una caiguda del flux cerebral suficient
com per lesionar el cortex cerebral. En general
tots presenten lesions en l'estriat, ja que la irriga-
ci6 d’aquest té poques aportacions col-laterals. En

canvi, la irrigaci6 cortical presenta gran nombre
d’anastomosis subleptomeningies que permeten
una aportaci6 col-lateral des de la part cerebral
anterior i posterior, si s'oclou l'artéria cerebral
mitjana a la zona proximal. Aquestes anastomo-

Correlacié histopatologica amb les corresponents alteracions en la MRl a les 12 hores. Es pot observar una lleugera
alteraci6 cortical en la MRI que es correspon amb una mort neuronal heterogenia i amb I'expressié de la proteina d’estres HSP72
en aquestes neurones. En 'ambit estriatal I'alteracié en la MRI és més important i la lesié histologica complerta. F-G: histologia del
cortex a les 12 hores; s'observen neurones acidofiles junt amb neurones de morfologia normal. H: histologia de I'estriat afectat;
s'observa la panecrosi amb intensa vacuolitzacié del neuropil. I-L: expressié d’'HSP72; cél-lules de fenotip neural s'observen com a

[ Alteracions del senyal de la MRI... ]

sis presenten diferéncies interindividuals, que
son les responsables que alguns animals no des-
envolupin lesi6 cortical.

En qualsevol cas, el fet que alguns d’aquests ani-
mals no presentessin lesié en aquest ambit a les
24 hores de la isquémia, mentre que d’altres si ho
feien, ens va permetre determinar quines eren les
alteracions previes en la MRI que podien preveu-
re quin teixit acabaria per desenvolupar infart. Es
a dir, estavem en condicions de determinar si hi
havia canvis en les imatges de MRI que delatessin
que s’estava produint un procés de mort cel-lular
retardada en el parénquima cerebral. En efecte, es
va observar que a les 12 hores de la reperfusio, els
animals que havien desenvolupat infart cortical a
les 24 hores presentaven una lleugera alteracioé en
IADC ila DWI. Aquesta alteraci6 era molt discre-
ta, tan sols del 5% del valor contralateral —de fet
dificilment apreciable si no s’analitza la imatge a
consciéncia—, pero ens permetia determinar quin
era el teixit que patiria I'evolucio cap a infart ce-
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positives. El marcatge és especialment intens en la capa de cel-lules piramidals.
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Correlacié his-
topatologica amb les cor-
responents alteracions en
la MRI a les 24 hores. Es
pot observar la panecrosi
en el territori afectat. En
aquest moment ja no hi ha
diferéncies entre el cor-
tex i l'estriat. L'expressié
de I'HSP72 es limita en
aquest moment a les neu-
rones de la zona marginal
de linfart i a algunes cel-
lules de fenotip no neural.
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rebral. Els animals que no desenvolupaven infart
cortical a les 24 hores no tenien cap mena de dis-
minuci6 dels valors ’ADC a les 12 hores.

Lestudi histologic d’aquestes regions corticals
amb alteracions moderades de 'TADC ales 12 h de
reperfusio va posar de manifest que hi havia una
afectaci6 cel-lular heterogenia. Era possible tro-
bar neurones amb una marcada acidofilia i con-
densaci6 nuclear juntament amb signes d’edema
cel-lular, mentre que les neurones veines podien
tenir un aspecte absolutament normal. S'obser-
vava que la tinci6 amb clorur de trifenil de te-
trazole no posava de manifest com a infartades
aquestes regions. Per altra banda, les zones que
apareixien com a infartades amb el clorur de tri-
fenil de tetrazole (cortex a les 24 hores, estriat a
les 8-12 hores) presentaven una panecrosi amb
vesiculaci6 abundant del neurodpil.

La immunohistoquimica per 'HSP72, una pro-
teina de xoc térmic que s’expressa en diferents
situacions d’estreés cel-lular, era molt positiva en
lambit de les regions corticals que presentaven
alteracié de 'TADC ales 12 hores. Aquest marcatge
corresponia sobretot a neurones que presentaven
una morfologia normal. Els animals amb infart
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cortical sacrificats a les 24 hores presentaven un
marcatge per 'HSP72 limitat a les regions limi-
trofes de l'infart i es marcaven com a positius
d’altres tipus cel-lulars no neuronals.

Lestudi immunohistoquimic de la proteina glial
acida fibril-lar (GFAP) i de l'antigen (OX42) ens
van permetre estudiar la reacci6 astrocitaria i
microglial, respectivament. Aixi doncs, es va ob-
servar que hi havia alteracions glials consistents
en una progressiva vacuolitzaci6 dels astrocits
que coincidia amb l'aparicié de les alteracions
en la MRI. A les 24 hores, es va observar que els
astrocits havien desaparegut a les zones d’in-
fart, amb la qual cosa el marcatge per la GFAP
en aquestes regions i aquests temps resultava
negatiu. S’establia, pero, un fort marcatge en les
zones marginals de l'infart que consistia en el
procés de formacio de la cicatriu glial.

Per la seva banda, la microglia experimentava un
progressiu escurcament dels seus processos en les
zones que estaven patint el procés de mort retar-
dada. Aquests canvis consistien en el procés d’ac-
tivaci6 microglial que porta a aquestes cel-lules
del sistema fagocitic mononuclear a convertir-se

en macrofags actius dins les zones d’'infart. |
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Conclusions de I'estudi

e A la isquemia transitoria de la rata es produeix
un procés de mort cel-lular retardada que es pot
donar al llarg de com a minim 24 h.

e Aquest procés és més lent en 'ambit cortical
que en lestriat.

¢ Els estudis de MRI (DWIi ADC) permeten esti-
mar la mort cel-lular retardada.

e Els canvis en la MRI que preveuen la mort cel-
lular retardada es relacionen amb una lesi6 neu-
ronal heterogénia.

e La progressio de l'alteracié en la MRI també es
relaciona amb l'aparici6 de vacuolitzaci6 astroci-
taria i amb l'activacié microglial.
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Aquest treball ha estat realitzat a 'Institut d’Investigacions Biomédiques de Barcelona en col-laboraci
amb I'Hospital Clinic, sota la direcci6 de la Dra. Anna Planas Obradors, i ha estat publicat a Stroke
(2006), 37(6): 1525-32. Abraham Martin Mufoz és coautor del treball.
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