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12-LOX: 2-lipooxigenasa

ACD: citrato ácido dextrosa

ACM: arteria cerebral media

ADP: adenosín difosfato

AIT: ataque isquémico transitorio

Akt: proteína quinasa B

AMPA: ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolpropiónico

ATP: adenosín trifosfato

BDNF: factores de crecimiento derivados del

cerebro

BHE: barrera hematoencefálica

CCL: Ligando de quimioquina C-C

CCR: receptor de quimioquina C-C

CE: células endoteliales

cfADN: el ácido desoxirribonucleico libre de

células

COX: ciclooxigenasa

CXC: quimiocina

DAB: diaminobencidina

DAMPs: patrones moleculares asociados a

daño

ECM: la matriz extracelular

ERK: quinasa regulada por señales

extracelulares

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

GIb-IX-V: glicoproteína de Tipo Ib-IX-V

GPVI: glicoproteína de Tipo VI

GSDMD: gasdermina D

GTP: guanosina-5'-trifosfato

HSA: hemorragia subaracnoidea 

ICAM: molécula de adhesión celular 

intracelular 

IL-1: interleucina  

iNOS: la óxido nítrico sintasa inducible 

KA: ácido kainato 

LAM: moléculas de adhesión de leucocitos  

LPS: lipopolisacárido  

LRP: proteína relacionada con el receptor de 

lipoproteínas de baja densidad 

Lys: lisina 

MAC: antígeno macrófago 

MAPK: vía de quinasa de proteína activada 

por mitógenos 

MCAO: oclusión transitoria de la arteria 

cerebral media 

MD-2: molécula Diferenciadora 2

MEK: quinasa de proteína activada por

mitógenos

MMP: metaloproteinasas de Matriz

MMΦ: macrófagos derivados de monocitos

MPO: mieloperoxidasa

MyD88: factor de diferenciación mieloide 88

NAD: nicotinamida adenina dinucleótido

NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido

fosfato

NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido

fosfato oxidasa (oxidasa),

NE: elastasa de neutrófilos

NETs: trampas extracelulares de neutrófilos
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NF-kB: Factor Nuclear-kB 

NGF: factor de crecimiento nervioso 

NIHSS: “National Institutes of Health Stroke 

Scale” 

NINCDS: “National Institute of Neurological 

and Communicative Disorders and Stroke” 

NMDA: n-metil-d-aspartato  

NO: óxido nítrico 

NOS: la óxido nítrico sintasa 

NOX: NADPH Oxidasas 

OCSP: “Oxfordshire Community Stroke 

Project” 

PAD4: peptidil-arginina deiminasa 4  

PAI-1: inhibidores del activador del 

plasminógeno 1 

PAMPs: patrones moleculares asociados a 

patógenos 

PAR1: receptor 1 activado por proteasa 

PARP-1: poli-(ADP-ribosa)–polimerasa 

PC: pericitos  

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PDGF-CC: factor de crecimiento derivado de 

plaquetas tipo cc 

PDGFRα: receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas alfa 

PER: regulador del periodo circadiano 

PFA: paraformaldehído  

PKC: proteína quinasa C   

PLG: plasminógeno  

PMA: forbol 12-miristato 13-acetato 

PMN: leucocitos polimorfonucleares 

PPARγ: receptor activado por el proliferador 

de peroxisomas gamma 

PRP: plasma rico en plaquetas 

PSGL-1: ligando de glicoproteína de P-

selectina-1 

PWB: buffer de lavado de plaquetas “Platelet 

Wash Buffer” 

RM: resonancia magnética  

ROS: especies reactivas de oxígeno “reactive 

oxygen species” 

r-tPA: activador del plasminógeno tisular

recombinante o alteplasa

SNC: sistema nervioso central

TGF-β: factor de crecimiento transformante

beta

TH: transformación hemorrágica

TJ: "tight junctions" unión estrecha

TLR4: receptor tipo 4 de Toll

TLRs: receptores tipo Toll

tMCAO: oclusión transitoria de la arteria

cerebral media

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa

TNK: tenecteplasa  

TOAST: “Trial of Org 10172 in Acute Stroke 

Treatment” 

tPA: activador del plasminógeno tisular 

TRIF: adaptador que contiene el dominio tir-

inductor de la interferón-β 

α2-PI: inhibidor de α2-plasmina  
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INTRODUCCIÓN 

El ictus es un conjunto de enfermedades que resultan en déficits neurológicos súbitos 

debido a la alteración del flujo sanguíneo en las estructuras del sistema nervioso. El ictus 

constituye una preocupación importante para la salud a nivel global, con más de 13 millones 

de casos nuevos comunicados anualmente y más de 100 millones de sobrevivientes en todo 

el mundo. Las terapias farmacológicas endovasculares dentro de las 4,5 horas o la 

trombectomía dentro de las 6 horas posteriores al inicio de los síntomas pueden mejorar la 

evolución de los mismos, restaurar el flujo sanguíneo cerebral y ayudar a la recuperación de 

las células nerviosas y sus funciones (Feske, 2021). 

Tras el ictus isquémico se produce una disminución significativa en el flujo sanguíneo 

hacia el cerebro debido a la obstrucción de una arteria, lo que conlleva a una reducción en el 

suministro de oxígeno, glucosa y otros nutrientes esenciales para el funcionamiento de las 

células cerebrales. Esto inicia un ciclo perjudicial, conocido como cascada isquémica, debido a 

la acumulación de sodio, calcio y agua en las células cerebrales dañadas, lo que a su vez 

provoca la liberación de neurotransmisores excitatorios y un mayor daño celular. La microglía, 

células inmunes residentes del cerebro, se activan en respuesta a estas señales, cambiando a 

un estado ameboide y fagocítico (Jin et al., 2010). Además, la barrera hematoencefálica (BHE) 

dañada permite la infiltración de células inmunes, como neutrófilos y macrófagos, que se 

reclutan hacia la lesión. El tratamiento implica la recanalización de la arteria obstruida 

mediante la administración tPA. Sin embargo, debido al riesgo de transformación hemorrágica 

(TH), que es una complicación principal para los fármacos trombolíticos, estos medicamentos 

solo se pueden utilizar en pacientes seleccionados mediante criterios de cribado muy estrictos 

(Powers et al., 2019). La TH es una preocupación importante en los pacientes tratados con tPA, 

ya que el tPA aumenta hasta 10 veces la tasa de TH (Lees et al., 2010). Este incremento en el 

riesgo de transformación hemorrágica se debe a diversos mecanismos, todavía no bien 

explorados. Uno de los principales factores implicados es el propio mecanismo de acción del 

tPA que consiste en que promueve la reperfusión al degradar los coágulos sanguíneos basados 

en fibrina (Hong et al., 2021). 
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En cuanto a los efectos de los neutrófilos en la patología del ictus, a pesar de la creencia 

general de su efecto perjudicial, algunos subconjuntos de neutrófilos, conocidos como 

neutrófilos N2, han demostrado poseer propiedades beneficiosas en los experimentos. 

Además, los neutrófilos expresan TLR4 en su superficie, y la falta de este receptor puede 

modificar la función y el fenotipo de los neutrófilos en el contexto de la isquemia cerebral. Se 

ha observado que la falta de TLR4 confiere un efecto neuroprotector y aumenta la densidad 

de los neutrófilos infiltrados, la mayoría de los cuales son N2. 

Por otro lado, en el proceso de inmunotrombosis, los neutrófilos desempeñan un papel 

fundamental al liberar NETs, que consisten en redes de ADN y proteínas antimicrobianas 

(Brinkmann et al., 2004). Estas NETs cuentan con varios componentes, como ADN e histonas, 

que activan la coagulación sanguínea y promueven la adhesión de las plaquetas, facilitando 

así la formación de trombos en los vasos sanguíneos (Carestia et al., 2013). La inhibición de 

PAD4 puede prevenir la formación de NET, lo que subraya la importancia de esta enzima en el 

proceso de NETosis. Además, el tratamiento con DNasa-I, una enzima conocida por degradar 

el ADN presente en las NETs puede ser eficaz para eliminar estas estructuras. 

Varios estudios han investigado el efecto de la variación circadiana sobre la gravedad de 

los ictus agudos (Simonsen et al., 2016; Esposito et al., 2020). El sistema inmunitario está 

regulado por la biología circadiana a varios niveles (Lo et al., 2021). Los neutrófilos circulantes 

muestran oscilaciones circadianas en número y en fenotipo, y el reclutamiento de neutrófilos 

también varía, lo que puede influir en el resultado de la enfermedad en escenarios 

inflamatorios. Un programa intrínseco de los neutrófilos que se logra gracias al gen Bmal1, 

induce a cambios diurnos en los neutrófilos circulantes, a través del receptor de quimioquinas 

CXCR2 y CXCR4. Las señales autocrinas transmitidas a través de CXCR2 pueden provocar esta 

desgranulación progresiva, de modo que los neutrófilos, que se movilizan en la sangre durante 

la noche en los ratones, muestran reducciones marcadas en su contenido en los gránulos 

primarios durante el día, estas modificaciones diurnas son antagonizadas por CXCR4. 

La degranulación temporal, regulada por el ritmo circadiano, predice la formación de 

NETs de manera crítica en función de la hora del día. Además, se demostró que el control 

genético de la formación de NETs está vinculado con el ritmo circadiano (Adrover et al., 

2020). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestra hipótesis es la siguiente: “la 

administración de DNAsa-I, como fármaco que facilita la eliminación de los NETs, tendrá un 

papel protector en el daño isquémico y mejorará la respuesta al tPA”. Experimentos con 

ratones TLR4KO, PAD4KO y DNAsaKO ampliarán nuestra comprensión del mecanismo 

inmunológico en el ictus. Además, la influencia de los ritmos circadianos en el pronóstico y el 

tratamiento del ictus será explorada a partir de datos experimentales. 

Para estudiar esta hipótesis, establecimos los siguientes objetivos: 

1. Estudiar el efecto del tratamiento con DNAsa-I en el ictus isquémico. Exploraremos la 

función de los NETs y del receptor TLR4 plaquetario. 

2. Estudiar el efecto de los ritmos circadianos en el tratamiento con DNAsa-I en el ictus 

isquémico. Investigaremos la función de los NETs en los ratones PAD4 y DNAsa KO.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Para completar los objetivos anteriores, se utilizaron ratones de salvaje C57BL/6 y ratones 

transgénicos como TLR4loxP/Pf4-cre, PAD4-/-, DNasa-/-, C57BL/6-Ly6g/Cre-tdTomato. El modelo de MCAO 

que empleamos para esta tesis doctoral es el modelo tromboembólico in situ (Orset et al., 

2007). Según los diferentes objetivos experimentales fijados, utilizamos diferentes 

medicamentos incluido: aspirina (tratamiento preventivo), tPA (tratamiento tardío para 

estudiar el fenómeno de transformación hemorrágica), DNAsa-I (inhibir la NETosis). Por otro 

lado, la MCAO se realizó en diferentes "Zeitgeber Time" según el ritmo circadiano de los 

ratones, incluidos ZT4-ZT7 y ZT13-ZT16. 

Tras 24 horas de la oclusión, se realizaron test neurológicos y se determinó el volumen de 

infarto por estudios de resonancia magnética y los procesos de sangrado. Además, se 

recogieron muestras de cerebro y sangre para inmunofluorescencia, ELISA y otros análisis. 

Además, hay una serie de experimentos que llevamos a cabo, que consisten en el estudio del 

proceso de NETosis ex vivo 12 horas después de la MCAO. 
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RESULTADOS 

Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el ictus isquémico. Función de los NETs y del receptor 

TLR4 plaquetario. Hemos encontrado que el tratamiento con DNAsa-I tiene efectos 

beneficiosos en la reducción del volumen de infarto y la mejora de los síntomas neurológicos 

en modelos de ictus isquémico. Este tratamiento disminuye la presencia de NETs en la corteza 

cerebral y reduce la concentración plasmática de elastasa. 

Además, observamos que la administración de DNAsa-I no se relaciona ni con cambios 

en las incidencias de reperfusión espontánea, ni con alteraciones en la infiltración o 

polarización de los neutrófilos. Además, la administración de DNAsa-I no produce sangrado ni 

aumento de la transformación hemorrágica inducida por la administración tardía de tPA. Es 

importante destacar que la adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA no incrementa la 

transformación hemorrágica inducida por la administración tardía del trombolítico. La adición 

de DNAsa-I al tratamiento con tPA produce un aumento del índice de recanalización arterial 

exitosa y una disminución del volumen de hemorragia en los animales que reperfunden. 

El estudio también encontró una correlación positiva entre la presencia de NETs en la 

corteza y la infiltración de neutrófilos, así como entre la presencia de NETS y los niveles 

plasmáticos de elastasa. Además, evaluamos la influencia de la deficiencia de TLR4 en las 

plaquetas, lo que resultó en una reducción significativa del volumen de infarto y en una mejora 

en los síntomas neurológicos. Esta deficiencia de TLR4 plaquetario también disminuyó la 

presencia de NETs en la corteza y la concentración plasmática de elastasa. Además, el 

pretratamiento crónico con aspirina no produce cambios en los efectos de la DNAsa-I. 

 

Efecto de los ritmos circadianos en el tratamiento con DNAsa-I en el ictus isquémico. Función 

de los NETs. Hemos observado que los animales que experimentaron la oclusión vascular 

durante su fase inactiva (período de reposo) presentaron infartos más grandes y un peor 

estado neurológico. Este resultado se asocia con una disminución en el porcentaje de 

reperfusión espontánea, un aumento en la presencia de NETs en los tejidos y un aumento de 

los niveles plasmáticos de elastasa y una mayor capacidad para producir NETosis ex vivo. 

También se observó una menor cantidad de neutrófilos, especialmente aquellos que expresan 

Ym1+ (neutrófilos N2). 
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Hemos demostrado que el tratamiento con DNAsa-I solo tiene un efecto protector 

cuando se administra durante la fase inactiva, y nuevamente, se relaciona con una disminución 

en la presencia de NETs en la corteza cerebral y una disminución de los niveles plasmáticos de 

elastasa durante este período. En los ratones con deficiencia de PAD4, se mantuvo el efecto 

de los ritmos circadianos en el volumen de infarto, y se observaron niveles más bajos de NETs, 

y el tratamiento con DNAsa-I no tuvo efecto protector en estos animales. 

Por otro lado, en los ratones con deficiencia de DNAsa, se mantuvo el efecto de los ritmos 

circadianos en el volumen de infarto, y se observaron niveles más altos de NETs en 

comparación con los animales normales, pero el tratamiento con DNAsa-I produjo resultados 

similares a los observados en los animales WT. 

 

CONCLUSIÓN  

Nuestros resultados demuestran que la administración de DNasa-I es un tratamiento 

eficaz y seguro en modelos experimentales de ictus. Nuestro grupo había demostrado el efecto 

protector de DNAsa-I en un modelo tromboembólico de trombos ricos en plaquetas (modelo 

de cloruro férrico) y ahora hemos encontrado que también es protector cuando el trombo es 

rico en fibrina (administración de trombina). El mecanismo de acción por el que la DNAsa-I 

produce su efecto protector no está totalmente establecido, hemos demostrado que la 

disminución de los procesos de NETosis interviene de forma importante en el efecto 

encontrado sin afectar la infiltración o polarización de los neutrófilos. Además, el tratamiento 

único con DNAsa-I no produce sangrado, y cuando se coadministra con tPA aumenta los índices 

de recanalización, disminuye la hemorragia cuando se produce reperfusión y no aumenta la 

transformación hemorrágica inducida por la administración tardía del trombolítico. Por último, 

es importante destacar que la DNAsa-I es eficaz cuando se administra durante la fase inactiva 

y que el pre-tratamiento con antiagregantes plaquetarios (aspirina) no altera el efecto 

protector de dicho fármaco. Nuestros datos cobran especial relevancia si tenemos en cuenta 

que en la actualidad están en marcha dos ensayos clínicos con DNAsa-I diseñados para mejorar 

los índices de reperfusión temprana (EXTEND-IA Dada) o para disminuir la inflamación 

sistémica asociada al ictus (Rescindo). Se requieren estudios más amplios para determinar con 

exactitud la eficacia de este tratamiento, los mecanismos implicados y su traslación a la clínica. 





SUMMARY 
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INTRODUCTION 

Stroke is a group of disorders that result in acute neurological deficits due to altered blood 

flow to the structures of the nervous system. Stroke is a major global health problem, with 

more than 13 million new cases reported annually and more than 100 million survivors 

worldwide. Endovascular pharmacological therapies within 4.5 hours or thrombectomy within 

6 hours of symptom onset can improve the course of symptoms, restore cerebral blood flow, 

and promote the recovery of neurons and their functions (Feske, 2021). 

After an ischemic stroke, blood flow to the brain is significantly reduced due to the 

blockage of an artery, resulting in a reduction in the supply of oxygen, glucose, and other 

nutrients essential for brain cell function. This initiates a damaging cycle known as the ischemic 

cascade due to the accumulation of sodium, calcium and water in the damaged brain cells, 

which in turn leads to the release of excitatory neurotransmitters and further cell damage. 

Microglia, the brain's resident immune cells, are activated in response to these signals and 

switch to an amoeboid and phagocytic state (Jin et al., 2010). In addition, the damaged blood-

brain barrier (BBB) allows infiltration of immune cells, such as neutrophils and macrophages, 

which are recruited to the lesion. Treatment involves recanalization of the occluded artery by 

administration of tPA. However, due to the risk of hemorrhagic transformation (HT), which is 

a major complication of thrombolytic drugs, these drugs can only be used in selected patients 

with very strict screening criteria (Powers et al., 2019). HT is a major concern in patients 

treated with tPA, as tPA increases the rate of HT by up to 10-fold (Lees et al., 2010). This 

increased risk of HT is due to several mechanisms that are not well explored. One of the most 

important is the mechanism of action of tPA itself, which is to promote reperfusion by 

degrading fibrin-based clots (Hong et al., 2021). 

Regarding the effects of neutrophils in stroke pathology, despite the general belief of their 

detrimental effect, some subsets of neutrophils, known as N2 neutrophils, have been shown 

in experiments to have beneficial properties. In addition, neutrophils express TLR4 on their 

surface, and the absence of this receptor may alter neutrophil function and phenotype in the 

context of cerebral ischemia. It has been observed that the deficiency of TLR4 confers a 

neuroprotective effect and increases the density of infiltrating neutrophils, most of which are 

N2. 
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On the other hand, neutrophils play a key role in the process of immunothrombosis by 

releasing NETs, which consist of networks of DNA and antimicrobial proteins (Brinkmann et al., 

2004). These NETs have several components, such as DNA and histones (H3 or H4), that 

activate blood coagulation and promote platelet adhesion, thereby facilitating thrombus 

formation in blood vessels (Carestia et al., 2013). Inhibition of PAD4 can prevent NETs 

formation, emphasizing the importance of this enzyme in the NETosis process. In addition, 

treatment with DNase-1, an enzyme known to degrade DNA present in NETs, may be effective 

in eliminating these structures. 

Several studies have investigated the effect of circadian variation on the severity of acute 

stroke (Simonsen et al., 2016; Esposito et al., 2020). The immune system is regulated by 

circadian biology at multiple levels (Lo et al., 2021). Circulating neutrophils exhibit circadian 

oscillations in number and phenotype, and neutrophil recruitment also varies, which may 

influence disease outcome in inflammatory settings. An intrinsic neutrophil program driven by 

the Bmal1 gene induces diurnal changes in circulating neutrophils via the chemokine receptors 

CXCR2 and CXCR4. Autocrine signals transmitted by CXCR2 can induce this progressive 

degranulation such that neutrophils mobilized in the blood of mice at night show a marked 

reduction in their primary granule content during the day; these diurnal changes are 

antagonized by CXCR4. Temporal degranulation, regulated by circadian rhythm, predicts NETs 

formation in a critical time-of-day-dependent manner. In addition, genetic control of NETs 

formation was shown to be associated with circadian rhythm (Adrover et al., 2020). 

 

HYPOTHESES AND OBJECTIVES 

Based on the above, our hypothesis is as follows: "Administration of DNAse-1, as a drug 

that facilitates the clearance of NETs, will have a protective role in ischemic damage and will 

improve the response to tPA". Experiments with TLR4KO, PAD4KO and DNAseKO mice will 

further our understanding of the immunological mechanism in stroke. In addition, the 

influence of circadian rhythms on stroke prognosis and treatment will be explored from 

experimental data. 

To study this hypothesis, we set the following objectives: 

1. To study the effect of DNAse-I treatment on ischemic stroke. We will investigate the 
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function of NETs and platelet TLR4 receptor. 

2. To study the effect of circadian rhythm on DNAse-I treatment in ischemic stroke. We 

will study the function of NETs in PAD4 and DNAse KO mice.  

 

MATERIALS AND METHODS 

To accomplish the above objectives, wild-type C57BL/6 mice and transgenic mice such as 

TLR4loxP/Pf4-cre, PAD4-/-, DNase-/-, C57BL/6-Ly6g/Cre-tdTomato mice were used. The MCAO 

model used in this thesis is the in situ thromboembolic model (Orset et al., 2007). According 

to the different experimental objectives, we used different drugs including: aspirin (preventive 

treatment), tPA (late treatment to study the phenomenon of HT), DNAse-I (inhibition of 

NETosis). On the other hand, MCAO was performed at different "Zeitgeber Time" according to 

the circadian rhythm of mice, including ZT4-ZT7 and ZT13-ZT16. 

After 24 hours of occlusion, neurological tests were performed and infarct volume was 

determined by MRI and hemorrhage. Brain and blood samples were collected for 

immunofluorescence, ELISA, and other analyses. In addition, we performed a series of 

experiments to study the ex vivo NETosis process 12 hours after MCAO. 

 

RESULTS 

Effect of DNAse-I treatment in ischemic stroke. Role of NETs and platelet TLR4 receptor. 

We have found that DNAse-I treatment has beneficial effects in reducing infarct volume and 

improving neurological symptoms in ischemic stroke models. This treatment decreases the 

presence of NETs in the cerebral cortex and reduces the plasma concentration of elastase. 

In addition, we observed that DNAse-I administration is not associated with changes in 

the incidence of spontaneous reperfusion, nor with alterations in neutrophil infiltration or 

polarization. Furthermore, the administration of DNAse-I does not produce bleeding or an 

increase in hemorrhagic transformation induced by late administration of tPA. Importantly, the 

addition of DNAse-I to tPA treatment does not increase hemorrhagic transformation induced 

by late administration of the thrombolytic. The addition of DNAse-I to tPA treatment results in 

an increase in the rate of successful arterial recanalization and a decrease in bleeding volume 

in reperfused animals. 
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The study also found a positive correlation between the presence of NETs in the cortex 

and neutrophil infiltration, as well as between the presence of NETS and plasma elastase levels. 

In addition, we evaluated the influence of TLR4 deficiency on platelets, which resulted in a 

significant reduction in infarct volume and improvement in neurological symptoms. This 

platelet TLR4 deficiency also decreased the presence of NETs in the cortex and plasma elastase 

concentration. In addition, chronic pretreatment with aspirin produced no change in the 

effects of DNAse-I. 

 

Effect of circadian rhythms on DNAse-I treatment in ischemic stroke. Function of NETs. 

We observed that animals that experienced vascular occlusion during their quiescent phase 

(resting period) had larger infarcts and worse neurological status. This result is associated with 

a decrease in the percentage of spontaneous reperfusion, an increase in the presence of NETs 

in tissues and an increase in plasma levels of elastase and a greater capacity to produce NETosis 

ex vivo. We also observed a lower number of neutrophils, especially those expressing Ym1+ 

(N2 neutrophils). 

We have shown that DNAse-I treatment only has a protective effect when administered 

during the inactive phase, and again, it is associated with a decrease in the presence of NETs 

in the cerebral cortex and a decrease in plasma elastase levels during this period. In PAD4-

deficient mice, the effect of circadian rhythms on infarct volume was maintained, and lower 

levels of NETs were observed, and DNAse-I treatment had no protective effect in these animals. 

On the other hand, in DNAse-deficient mice, the effect of circadian rhythms on infarct 

volume was maintained, and higher levels of NETs were observed compared with normal 

animals, but DNAse-I treatment produced results similar to those observed in WT animals. 

 

CONCLUSION  

Our results demonstrate that administration of DNase-I is an effective and safe treatment 

in experimental stroke models. Our group had demonstrated the protective effect of DNAse-I 

in a thromboembolic model of platelet-rich thrombus (ferric chloride model) and we have now 

found that it is also protective when the thrombus is fibrin-rich (thrombin administration). The 

mechanism of action by which DNAse-I produces its protective effect is not fully established, 
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we have shown that decreased NETosis processes play an important role in the effect found 

without affecting neutrophil infiltration or polarization. Moreover, single treatment with 

DNAse-I does not produce bleeding, and when coadministered with tPA increases 

recanalization rates, decreases bleeding when reperfusion occurs, and does not increase 

hemorrhagic transformation induced by late administration of the thrombolytic. Finally, it is 

important to highlight that DNAse-I is effective when administered during the inactive phase 

and that pretreatment with antiplatelet agents (aspirin) does not alter the protective effect of 

this drug. Our data are particularly relevant if we take into account that two clinical trials with 

DNAse-I designed to improve early reperfusion rates (EXTEND-IA DNAse) or to reduce systemic 

inflammation associated with stroke (ReSCInD) are currently underway. Larger studies are 

required to accurately determine the efficacy of this treatment, the mechanisms involved, and 

its translation to the clinic. 
 
  





INTRODUCCIÓN 
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1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

1.1. DEFINICIÓN 

La enfermedad cerebrovascular hace referencia a una serie de trastornos que afectan a 

los vasos sanguíneos del cerebro. Estos trastornos incluyen la aterosclerosis de las arterias 

cerebrales, la formación de coágulos, el estrechamiento, la obstrucción, la arteritis cerebral, 

las lesiones en las arterias cerebrales, los aneurismas cerebrales, las malformaciones 

vasculares intracraneales, las fístulas arteriovenosas cerebrales, entre otros. El rasgo común 

de estas enfermedades radica en la inducción de la isquemia o hemorragia en el tejido cerebral, 

lo que puede resultar en la discapacidad o muerte del paciente. En la práctica clínica, además, 

representan entre un cuarto y la mitad de todos los ingresos hospitalarios relacionados con 

enfermedades del sistema nervioso. 

El término castellano ictus, cuyo correspondiente anglosajón es “stroke”, deriva del latín 

ictus, que significa ‘golpe’ o ‘ataque’. Se utiliza para describir un conjunto de enfermedades 

que resultan en déficits neurológicos súbitos debido a la alteración del flujo sanguíneo en las 

estructuras del sistema nervioso. Es aconsejable emplear este término ictus en lugar de otros 

nombres que solo abordan algunos de los tipos de episodios cerebrovasculares. Además, las 

denominaciones accidente cerebrovascular, ataque cerebrovascular y apoplejía se consideran 

sinónimos de ictus. 

La principal causa de ictus es la obstrucción o ruptura de un vaso sanguíneo en la arteria 

cerebral y otros vasos sanguíneos terminales que proporcionan sangre al cerebro. Sus 

síntomas varían según el daño en la función nerviosa del área del tejido cerebral irrigada por 

el vaso sanguíneo afectado, y generalmente, estos síntomas empeoran con el tiempo. En el 

caso del ictus isquémico, sus síntomas consisten en el entumecimiento o debilidad súbita en 

un lado del cuerpo, confusión, problemas de visión, dificultad para caminar, dolor de cabeza 

intenso y dificultad para tragar. En contraste, el ictus hemorrágico por su parte se caracteriza 

por un repentino y fuerte dolor de cabeza, vómitos, entumecimiento o debilidad unilateral, 

confusión o pérdida de conciencia, problemas en el habla y la visión, además de la posibilidad 

de convulsiones (Hurford et al., 2020). Reconocer estos síntomas es esencial para una 

intervención médica inmediata y un tratamiento adecuado de esta afección cerebrovascular. 
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Tras una evaluación adecuada, si se cumplen los criterios para el tratamiento, las terapias 

farmacológicas endovasculares dentro de las 4,5 horas o la trombectomía dentro de las 6 horas 

posteriores al inicio de los síntomas pueden mejorar la evolución de los mismos, restaurar el 

flujo sanguíneo cerebral y ayudar a la recuperación de las células nerviosas y sus funciones 

(Feske, 2021). 

 

1.2. CLASIFICACIÓN  

Se ha desarrollado una clasificación de las enfermedades cerebrovasculares con el fin de 

unificar la terminología y los criterios en los países iberoamericanos, basándonos en las 

clasificaciones de ictus de NINCDS (“Special report”, 1990), TOAST (Adams et al., 1993), 

Laussane Stroke Registry (Castillo y Bogousslavsky, 1997), OCSP (Bamford et al., 1991) y el 

grupo de enfermedades cerebrovasculares de la Sociedad Española de Neurología (Arboix et 

al., 1998). En dicha clasificación, hemos optado por el uso de la palabra 'ictus' como la más 

apropiada para describir las enfermedades cerebrovasculares.  

Además, se ha dividido el ictus en dos categorías: sintomático y asintomático. El primero 

se subdivide en ataque isquémico transitorio (AIT) y el propio ictus, y este último, a su vez, se 

agrupa en isquémico y hemorrágico. Además, se han establecido subtipos etiológicos para la 

isquemia cerebral focal (ictus isquémico), que abarcan enfermedad de grandes vasos o 

aterotrombótico, cardioembólico, enfermedad oclusiva de pequeño vaso, de causa inhabitual 

y de origen indeterminado (Adams y Biller, 2015). Mientras el ictus hemorrágico se clasifica en 

hemorragia subaracnoidea (HSA) y hemorragia intracerebral, que se subdivide esta última 

según la localización (Aguado et al., 2009). 

En síntesis, la mayoría de los autores clasifican el ictus en dos categorías principales: 

isquémico y hemorrágico (Caplan, 2011), que son posteriormente subdivididos según su 

etiología (Figura 1): 

1) Ictus Isquémico: esta es la forma más común de ictus y se produce cuando el 

suministro de sangre a una parte del cerebro se interrumpe debido a la obstrucción de 

una arteria (Feske, 2021). Esta obstrucción puede deberse a: 

- Trombosis: formación de un coágulo sanguíneo (trombo) en una arteria cerebral 
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previamente estrechada debido a la aterosclerosis. 

- Embolia: obstrucción de una arteria cerebral por un émbolo, que es un coágulo que 

se forma en otra parte del cuerpo (generalmente en el corazón) y luego se desplaza 

hasta el cerebro. 

- Hemodinámico: ocurre cuando el flujo sanguíneo cerebral disminuye debido a una 

baja presión arterial o un bajo gasto cardíaco. 

- Lacunar: implica pequeñas arterias cerebrales o arterias perforantes y generalmente 

resulta en infartos de menor tamaño. 

2) Ictus Hemorrágico: en este caso, el ictus se produce debido a la ruptura de un vaso 

sanguíneo cerebral, lo que provoca una hemorragia en el cerebro. Sus causas 

principales son: 

- Hemorragia Intracerebral: la sangre se acumula dentro del tejido cerebral debido a 

la ruptura de una arteria en el cerebro. 

- Hemorragia Subaracnoidea: se produce cuando un aneurisma (una bolsa llena de 

sangre) en una arteria cerebral se rompe, liberando sangre en el espacio entre el 

cerebro y el cráneo. 

 
Figura 1. Clasificación de la enfermedad cerebrovascular según el tipo y subclasificación según el origen de la 
oclusión 
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1.3. EPIDEMIOLOGÍA Y FACTORES DE RIESGO 

El ictus constituye una preocupación importante para la salud a nivel global, con más de 

13 millones de casos nuevos reportados anualmente y más de 100 millones de sobrevivientes 

en todo el mundo. Su incidencia varía notablemente según la región, con tasas más altas en 

países de ingresos bajos y medios. Es también una de las principales causas de mortalidad, 

siendo responsable de cerca de 5,5 millones de muertes al año (Donkor, 2018), lo que equivale 

a aproximadamente el 11% del total de las defunciones globales. El ictus en España es la 

primera causa de muerte entre las mujeres, la 2-3 entre hombres, la primera causa de 

discapacidad del adulto y la segunda causa de demencia tras la enfermedad de Alzheimer. 

Entre los factores de riesgo del ictus, la edad consiste en un factor crítico, cuyo riesgo se 

aumenta drásticamente con la edad, a pesar de la tendencia al alza en la incidencia de ictus 

en poblaciones más jóvenes. En general, los hombres tienen un riesgo ligeramente mayor que 

las mujeres, pero estas tienden a experimentar ictus a edades más avanzadas, lo que 

contribuye a una mayor mortalidad relacionada con el ictus en las mujeres. También se ha 

demostrado que los ictus isquémicos dominan, representando el 85% de todos los casos 

(Donkor, 2018). 

Por otro lado, los factores de riesgo, identificados mediante estudios epidemiológicos, 

pueden clasificarse en dos categorías: modificables y no modificables. Entre los del primer 

grupo figuran la hipertensión, diabetes, colesterol alto, enfermedades cardiovasculares, estilo 

de vida sedentario, fibrilación auricular, tabaquismo y consumo de alcohol (O'Donnell et al., 

2010). Con respecto a los factores no modificables, la edad es un determinante clave del riesgo 

de ictus, duplicándose cada década después de los 55 años (Owolabi et al., 2009). La 

prevalencia de ictus en personas mayores de 80 años alcanzó el 27%, en comparación con el 

13% en personas de entre 60 y 79 años (Rosamond et al., 2008). Una revisión de estudios 

epidemiológicos de 19 países que contenían información relevante específica por género, la 

edad promedio en el primer episodio de ictus fue de 68,6 años en hombres y 72,9 años en 

mujeres. Además, la tasa de incidencia de ictus en hombres fue un 33% más alta que en 

mujeres, y su prevalencia también fue un 41% mayor que en mujeres (Appelros et al., 2009). 
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La hipertensión constituye el factor más relevante después de la edad, aumentando el 

riesgo de ictus. Los datos del estudio de INTERSTROKE revelan que diez factores, incluidos 

hipertensión, colesterol alto, tabaquismo, alcohol, diabetes, estrés, obesidad, enfermedades 

cardíacas, inactividad física y mala alimentación, son responsables del 90% de los casos del 

ictus (O'Donnell et al., 2016). Las diferencias raciales se atribuyen a variables genéticas, 

ambientales y socioeconómicas, con el ictus hemorrágico vinculado a la hipertensión y el 

isquémico a factores como tabaquismo e hiperlipidemia. Además, estudios genéticos han 

identificado genes como APOE, MTHFR, ENOS y otros relacionados con ictus, compartiendo 

variación genética con rasgos vasculares (Gretarsdottir et al., 2008). 

 

2. FISIOPATOLOGÍA DEL ICTUS ISQUÉMICO 

El cerebro, el órgano principal afectado en un ictus, es altamente activo desde el punto 

de vista metabólico y requiere un flujo sanguíneo de aproximadamente 50 ml/100 g/min con 

una tasa metabólica de oxígeno de 3,5 cc/100 g/min. Las neuronas no pueden sobrevivir 

mucho tiempo con niveles inferiores a 5 ml/100 g/min (Doyle et al., 2008).  

La fisiopatología del ictus isquémico se inicia cuando se produce una disminución 

significativa en el flujo sanguíneo hacia el cerebro debido a la obstrucción de una arteria, lo 

que conlleva a una reducción en el suministro de oxígeno, glucosa y otros nutrientes esenciales 

para el funcionamiento de las células cerebrales. Como resultado, se desencadenan una serie 

de eventos moleculares y celulares que tienen lugar a corto y largo plazo (Caplan, 2016). Esto 

inicia un ciclo perjudicial, conocido como cascada isquémica, debido a la acumulación de sodio, 

calcio y agua en las células cerebrales dañadas, lo que a su vez provoca la liberación de 

neurotransmisores excitatorios y un mayor daño celular. 

 

2.1. LA CASCADA ISQUÉMICA 

En el núcleo de la zona isquémica, clínicamente definida como un área con flujo 

sanguíneo cerebral regional <20%, la muerte neuronal aguda y la muerte celular ocurren 

rápidamente, minutos u horas después de la oclusión debido a un déficit de energía que 

conduce a un desequilibrio iónico intracelular y a una falla mitocondrial. En cambio, fuera del 
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núcleo isquémico, el tejido cerebral permanece parcialmente perfundido, aunque con tasas 

de perfusión reducidas. Esta región se conoce como penumbra isquémica y a menudo se 

define por una tasa de perfusión reducida pero mayor que la observada en el núcleo isquémico 

(Jackman y Iadecola, 2015). Pese a que la función de las neuronas en la penumbra esté 

comprometida, pueden ser rescatadas si se restablece el flujo sanguíneo (Moskowitz et al., 

2010). Con todo, incluso cuando se restablece el flujo sanguíneo, las neuronas en la penumbra 

se enfrentan a desafíos importantes para su supervivencia, como la excitotoxicidad y la propia 

acidosis del medio.  

En primer lugar, la cascada isquémica produce un fallo en el metabolismo energético del 

cerebro debido a la disminución en la producción de adenosín trifosfato (ATP). La falta de 

oxígeno conduce a una desviación del metabolismo de la glucosa hacia la vía anaerobia, lo que 

resulta en un aumento del ácido láctico y acidosis. Esta acidosis inhibe la fosforilación oxidativa, 

contribuyendo a la depleción energética. La falta de oxígeno, además, da lugar a una 

despolarización inadecuada de las células afectadas, lo que lleva a la liberación excesiva de 

neurotransmisores excitadores como el glutamato. Esto activa receptores que permiten la 

entrada masiva de calcio y sodio en las neuronas, generando edema citotóxico y aumentando 

el daño cerebral. 

La liberación descontrolada de glutamato provoca una elevación en la concentración de 

calcio intracelular y contribuye a la excitotoxicidad, un proceso en el que las células nerviosas 

mueren por una estimulación excesiva. Esto se debe en parte a la sobreactivación de 

receptores glutamatérgicos, incluyendo los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido α-

amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico (AMPA) y ácido kainato (KA), que permiten la 

entrada de calcio y sodio en las células, causando también edema citotóxico (Flores-Soto et al., 

2012). Las concentraciones elevadas de calcio pueden dañar las mitocondrias y provocar la 

liberación de citocromo C, lo que conduce a un desacoplamiento de la fosforilación oxidativa 

y, finalmente, a la muerte neuronal. 

Niveles elevados de Ca2+, Na+ y ADP intracelulares provocan la producción perjudicial de 

especies reactivas de oxígeno (ROS “reactive oxygen species”) en las mitocondrias, lo que 

resulta en la degradación de macromoléculas celulares. La isquemia, por otro lado, activa la 

óxido nítrico sintasa (NOS), lo que aumenta la generación del óxido nítrico (NO). Este NO se 
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combina con el superóxido para producir peroxinitrito, un potente oxidante. La producción de 

NO y el estrés oxidativo también están relacionados con la sobreactivación de la poli (ADP-

ribosa) polimerasa-1 (PARP-1). Debido a la isquemia, la PARP-1 agota las células de NAD+, lo 

que conduce a la falta de ATP, falla energética y, en última instancia, a la muerte neuronal 

(Gonzalez et al., 2007). Esto también explica por qué la ventana de tiempo efectiva de los 

agentes trombolíticos es de 4,5 horas, ya que la reperfusión conlleva un aumento repentino 

en la producción de radicales libres relacionados y, posteriormente, al desarrollo de edema 

cerebral y transformación hemorrágica (Crack y Taylor, 2005) (Figura 2). 

 

 
 
Figura 2. La cascada isquémica. Principales eventos moleculares y celulares desencadenados por la isquemia y 
que llevan a la muerte celular 

 

2.2. LA RESPUESTA INFLAMATORIA TRAS ICTUS 

Durante el proceso de la respuesta inflamatoria tras un ictus, las neuronas moribundas 

liberan moléculas conocidas como patrones moleculares asociados a daño (DAMPs “damage-

associated molecular patterns”) y citocinas proinflamatorias. Estas señales alertan al sistema 

inmunológico de que algo está mal. La microglía, células inmunes residentes del cerebro, se 
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activan en respuesta a estas señales, cambiando a un estado ameboide y fagocítico (Jin et al., 

2010). Además, la barrera hematoencefálica (BHE) dañada permite la infiltración de células 

inmunes, como neutrófilos y macrófagos, que se reclutan hacia la lesión. Estas células liberan 

citocinas proinflamatorias que contribuyen a la inflamación y fagocitan restos celulares, 

incluyendo neuronas muertas, para limpiar el tejido dañado (Iadecola y Anrather, 2011). 

Posteriormente, se inicia la resolución de la inflamación, en la que las señales antiinflamatorias 

y los mediadores especializados en resolución entran en juego para promover la reparación 

del tejido cerebral (Vogelgesang et al., 2014). Con el tiempo, se forma una cicatriz compuesta 

principalmente por astrocitos en el sitio del ictus, que sella la zona dañada, pero limita la 

regeneración neural (Liu et al., 2014). 

 

2.2.1.  Mediadores Inflamatorios 

El NO es una molécula de señalización importante que está involucrada en varios 

procesos fisiológicos. En el contexto del ictus, la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) se relaciona con la producción de NO (Iadecola et al., 1995), que puede causar el daño 

cerebral. La inhibición farmacológica de iNOS reduce el volumen del infarto, lo que sugiere un 

papel perjudicial del NO en la lesión cerebral isquémica (Han et al., 2002). 

Las ROS son generadas por las células inflamatorias y pueden dar lugar al daño cerebral 

después de un ictus. Se producen a través de varias vías, incluyendo la enzima NADPH oxidasa 

(NOX) (Lambeth, 2004) y la mieloperoxidasa (MPO) (Takizawa et al., 2002). El superóxido es 

una ROS importante en el cerebro isquémico, y puede causar daño directo o reaccionar con el 

NO para generar peroxinitrito, lo que agrava la lesión cerebral. 

Las Metaloproteinasas de Matriz (MMP) son enzimas proteolíticas que degradan 

componentes de la matriz extracelular y están involucradas en una variedad de procesos 

fisiológicos, como la regeneración neuronal, la proliferación celular, la angiogénesis y la 

apoptosis (Morancho et al., 2010). MMP-9 es una MMP inducible que desempeña un papel 

importante en el daño de la BHE durante la fase aguda del ictus isquémico, inicialmente 

secretada en forma latente, se activa por procesamiento proteolítico en el espacio extracelular. 

Estudios en modelos de roedores isquémicos han demostrado un aumento significativo en la 

expresión de MMP-9 pro/activa en las primeras 24 horas después de la isquemia (Park et al., 
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2009). Esta enzima se origina inicialmente en las células endoteliales (CE) y neutrófilos, y 

después de varios días, también en los macrófagos. Se ha observado que los ratones knockout 

para MMP-9 tienen infartos más pequeños, lo que sugiere que MMP-9 puede también estar 

involucrada en el edema (Montaner et al., 2001). Por otro lado, los niveles de MMP en sangre 

pueden utilizarse como biomarcadores potenciales para predecir la gravedad del ictus 

(Abdelnaseer et al., 2017). 

Las citoquinas son moléculas de señalización que se regulan al alza en el cerebro después 

de una variedad de lesiones, incluido un ictus. Se expresan no solo en células del sistema 

inmunológico, sino que también se han observado en células residentes del cerebro, como las 

células gliales y las neuronas (Huang et al., 2006). Algunas de las citoquinas más estudiadas en 

relación con la inflamación en el ictus consisten en la interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α), la interleucina-6 (IL-6), la interleucina-10 (IL-10) y el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β) (Haqqani et al., 2005). Algunas de ellas, como IL-1 y TNF-α, 

parecen empeorar la lesión cerebral, mientras que otras, como IL-6, IL-10 y TGF-β, pueden 

tener efectos neuroprotectores (Ooboshi et al., 2005). 

Las quimioquinas son proteínas de señalización pequeñas que pertenecen a la familia de 

citocinas y tienen la capacidad de inducir la quimiotaxis dirigida en células cercanas, 

especialmente los leucocitos. Actualmente, se conocen 40 quimioquinas diferentes, que 

disponen de receptores únicos y superpuestos, y pertenecen a la superclase de receptores 

acoplados a proteínas G (Bajetto et al., 2001), al igual que las citocinas. Normalmente, tanto 

las quimioquinas como sus receptores se expresan en bajas concentraciones, pero tras una 

isquemia cerebral, TNF-α e IL-1β aumentan la producción y liberación de quimioquinas 

específicas. De modo que las quimioquinas y sus receptores desempeñan un papel relevante 

en la modulación de diversos procesos patológicos y fisiológicos, siendo su papel en la 

inflamación postisquémica un contribuyente importante al daño cerebral isquémico (Chen et 

al., 2003). Se ha demostrado que varias quimioquinas de la familia CXC se regulan al alza 

después de la isquemia cerebral y median la infiltración de leucocitos, desempeñando un 

papel clave en la patogénesis del ictus. Por poner un ejemplo, la quimioquina CCL-2 y su 

receptor CCR2 median la respuesta inflamatoria patológica postisquémica y el daño de la BHE, 

aumentando su permeabilidad (Stamatovic et al., 2005) (Figura 3). 
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A la vista de lo anterior, todos estos mediadores desempeñan un papel crucial en la 

respuesta inflamatoria y el daño cerebral después de un ictus isquémico. La comprensión de 

sus efectos y regulación es fundamental para el desarrollo de enfoques terapéuticos 

destinados a reducir el daño cerebral y mejorar la recuperación después de un ictus. 

 

2.2.2.  Respuesta Celular 

La respuesta celular es un proceso complejo y dinámico que involucra múltiples tipos de 

células en el cerebro. En primer lugar, las neuronas, que son especialmente sensibles a la falta 

de oxígeno y glucosa, sufren daño y muerte en la zona afectada. Esto da lugar a la liberación 

de neurotransmisores excitadores y al aumento de la concentración de glutamato, agravando 

el daño (Figura 2).  

En segundo lugar, los astrocitos, un tipo de célula glial, responden a la lesión al intentar 

controlar la homeostasis de iones y agua, liberar factores neurotróficos y eliminar 

neurotransmisores liberados durante la actividad sináptica. Tras un episodio de ictus, la falla 

de la bomba de sodio y potasio hace que los astrocitos se hinchen, provocando una elevada 

presión intracerebral y una menor perfusión cerebral (Syková, 2001). No obstante, estas 

células también liberan los factores de crecimiento derivados del cerebro (BDNF), el factor de 

crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) y el factor de crecimiento nervioso (NGF), que son vitales 

para la neuroprotección y neurorreparación (Vogelgesang et al., 2014). 

En tercer lugar, la microglía, células inmunes residentes del cerebro que representan 

entre el 5% y el 20% de la población de células gliales. Cuando se activan, adoptan un 

comportamiento similar al de los macrófagos en situaciones de inflamación sistémica. Tienen 

la capacidad de fagocitar desechos celulares y sustancias extrañas, además de producir 

citocinas y MMPs que pueden comprometer la integridad de la BHE (Iadecola y Anrather, 2011). 

Varios estudios (Zhou et al., 2013; Facci et al., 2014) han mostrado que, en la microglía activada 

de la zona infartada, se expresan receptores CD14 y el receptor tipo 4 de Toll (TLR4), lo que 

sugiere un posible mecanismo de activación de la microglía. Pero la activación de estas células 

en el contexto de un ictus isquémico es un proceso complejo con un doble papel (Lalancette-

Hébert et al., 2012). Por un lado, la microglía activada puede secretar citocinas 

proinflamatorias, lo que agrava el daño tisular; por otro, también puede secretar factores 
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antiinflamatorios, lo que podría ayudar a mitigar parte del daño causado por la inflamación 

(Ponomarev et al., 2013). Además de sus funciones inmunológicas, desempeñan un papel 

crucial en la reparación cerebral y la plasticidad, ya que producen diversos factores 

neurotróficos que ayudan a la neurogénesis y la plasticidad sináptica (Singhal y Baune, 2017), 

destacando la diversidad de sus funciones tras un episodio isquémico. 

Los pericitos son células similares a los macrófagos con propiedades de músculo liso que 

están contiguas a la lámina basal y están involucrados tanto en la angiogénesis como en la 

lesión (Yang y Rosenberg, 2015). Después de un ictus isquémico, dichas células responden 

rápidamente, lo que puede resultar tanto protector como perjudicial, como la separación, 

constricción y migración desde las paredes de los microvasos o la muerte celular (Fernández-

Klett y Priller, 2015). No obstante, se ha descrito que, 7 días después del ictus isquémico en 

ratones, los pericitos se acumulaban en el área peri-infarto, lo que podría respaldar la 

reparación vascular; además, tienen la capacidad de diferenciarse en células de las líneas 

neural y vascular (Nakagomi et al., 2015). 

Más adelante continuaremos mencionando las funciones específicas de las células 

cerebrales en la barrera hematoencefálica; aquí simplemente presentamos las respuestas de 

estas células después de la isquemia. Después de la inflamación isquémica, las células del 

sistema inmunológico circulante también activan mecanismos de respuesta. Los macrófagos 

derivados de monocitos (MMΦ) parecen tener principalmente funciones protectoras en la 

lesión cerebral isquémica. Se desarrollan a partir de monocitos después de infiltrarse en el 

parénquima cerebral. Los monocitos sanguíneos cuentan con dos subpoblaciones 

funcionalmente distintas (inflamatorias y patrulleras), y la abundancia de los monocitos 

inflamatorios en la circulación se ha relacionado con un resultado clínico desfavorable en el 

ictus (Kaito et al., 2013). Sin embargo, el bloqueo del reclutamiento de monocitos mediante 

anticuerpos específicos durante la primera semana tras el ictus abolió la recuperación a largo 

plazo y disminuyó la expresión tisular de genes antiinflamatorios en ratones sometidos a 

oclusión transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO). Esos resultados muestran que los 

monocitos reclutados espontáneamente en el cerebro lesionado poco después de la lesión 

contribuyen a la recuperación funcional a largo plazo tras el ictus (Wattananit et al., 2016). 

Además, dependiendo de las señales moleculares encontradas en el parénquima cerebral 
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postisquémico, los MMΦ pueden someterse a una activación clásica (M1, proinflamatoria) o 

alternativa (M2, antiinflamatoria en la mayoría de los casos), contribuyendo así a la resolución 

de la inflamación (Fumagalli et al., 2013). 

Por último, comparados con otras células del sistema inmunológico, los linfocitos T son 

reclutados en las etapas posteriores de una lesión cerebral isquémica (Feng et al., 2017). 

Actualmente, se están llevando a cabo investigaciones para comprender mejor el papel de los 

diferentes subtipos de linfocitos T en el ictus isquémico. Varios estudios han demostrado que, 

después del ictus, los linfocitos CD4, los linfocitos T reguladores (Tregs), los linfocitos CD8, y 

los linfocitos γδT infiltran el tejido cerebral (Xie y Yang, 2015). Numerosos grupos de 

investigación están centrando sus esfuerzos en modular la actividad de las células Tregs por su 

potencial actividad neuroprotectora. 

 

 
 
Figura 3. Eventos de la inflamación post-isquemia. Rápidamente tras la isquemia se produce una liberación de 
DAMPs por las células dañadas que activa los TLRs liberando diferentes citoquinas a través de NF-κB. El estrés 
oxidativo, agravado durante la reperfusión, disminuye la disponibilidad de NO en el endotelio, provocando una 
vasoconstricción. La microglía responde sintetizando citoquinas que amplifican la respuesta inmune. El endotelio 
expresa ICAMs que adhieren los leucocitos a la pared vascular 
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2.2.3.  Infiltración de Neutrófilos 

Dentro de las células circulantes, los neutrófilos juegan un papel clave en un escenario de 

inflamación y en la respuesta inmunitaria innata. Los neutrófilos son los glóbulos blancos que 

se generan continuamente en la médula ósea a partir de los precursores mieloides, conocidos 

también como los leucocitos polimorfonucleares (PMN). Cada día se producen hasta 2x1011 

neutrófilos en la médula ósea donde maduran adquiriendo un alto contenido en gránulos que 

están dotados de diversas proteínas implicadas en la respuesta inmunitaria (Liew y Kubes, 

2019). Una vez completado su proceso de maduración, son liberados al torrente sanguíneo 

donde su vida media dura de 6-12h, tanto en los ratones como en los seres humanos (Summers 

et al., 2010; Borregaard, 2010). No obstante, la cantidad de los neutrófilos circulantes difiere 

entre ellos, puesto que en los seres humanos los neutrófilos representan el 50-70% del total 

de los glóbulos blancos, mientras que en los ratones sólo el 10-25% de los leucocitos son 

neutrófilos (Mestas y Hughes, 2004). Se ha de mencionar esta diferencia porque podría tener 

importancia desde el punto de vista traslacional, ya que la mayoría de los modelos animales 

difiere de los humanos en cuanto a la composición de la sangre. Los neutrófilos expresan TLR4 

en su superficie que puede ser activado por patógenos o DAMPs (Prince et al., 2011). 

Son los primeros en responder durante una situación de inflamación aguda como un ictus 

(Ruhnau et al., 2017; Gelderblom et al., 2009). Los neutrófilos expuestos a dosis subclínicas de 

lipopolisacárido (LPS) empeoran la patogénesis de la aterosclerosis y la estabilidad de la placa 

(Geng et al., 2019). Una de las formas en que los neutrófilos contribuyen a la formación de 

trombos consiste en interactuar con las plaquetas a través de P-selectina/PSGL1 

(Sreeramkumar et al., 2014) y estabilizar el trombo mediante la formación de las trampas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) (Laridan et al., 2017). En los últimos años han surgido 

pruebas que sugieren la presencia de subconjuntos de neutrófilos distintos en diferentes 

patologías como infecciones, inflamación y cáncer (Cuartero et al., 2013; Fridlender et al., 2009; 

Tsuda et al., 2004). En condiciones inflamatorias se ha descrito una dicotomía N1/N2 (similar 

a la tradicionalmente utilizada para los macrófagos M1/M2) (Fridlender et al., 2009; Shaul et 

al., 2016). Si bien esta dicotomía se describió en un principio en el ámbito del cáncer, también 

se ha hecho evidente en las enfermedades cardiovasculares (Cuartero et al., 2013; Ma et al., 

2016). 
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La cascada inflamatoria se activa pocos segundos después de la oclusión del vaso en el 

compartimento intravascular (Iadecola y Anrather, 2011). Tras la lesión isquémica, los 

neutrófilos circulantes se activan y se adhieren al endotelio a través de diferentes moléculas 

de adhesión. En 15 minutos después de la isquemia, los neutrófilos empiezan a expresar varias 

moléculas de adhesión endotelial como PSGL-1, la molécula de adhesión celular intracelular 

(ICAM-1), integrinas (como CD11a, b y c) y el antígeno macrófago-1 (MAC). Estas moléculas 

permiten a los neutrófilos rodar y adherirse a los vasos cerebrales (Kataoka et al., 2004). Tras 

la adhesión, los neutrófilos siguen un gradiente de quimiocinas y empiezan a infiltrarse en el 

tejido lesionado. La infiltración de neutrófilos comienza entre 6 y 12 h después del ictus y 

alcanza su máximo 1-2 días después de la isquemia, pero al cabo de 7 días, quedan pocos 

neutrófilos en el lugar de la lesión (Cai et al., 2020). En esta fase aguda, los neutrófilos 

despliegan una serie de funciones que contribuyen a la fisiopatología de la enfermedad. 

Los neutrófilos también producen ROS que dañan el tejido circundante (Prince et al., 

2011). Además, pueden contribuir a la alteración de la BHE liberando diversas moléculas como 

MMP-9, catepsina G, la colagenasa, la gelatinasa o la heparinasa, que en conjunto contribuyen 

a la ruptura de la matriz extracelular y al daño vascular (Ruhnau et al., 2017). La alteración de 

la BBB también facilita la infiltración de neutrófilos en el tejido (Yang y Rosenberg, 2011). En 

pacientes con ictus, el recuento de neutrófilos se correlaciona directamente con el tamaño del 

infarto (Buck et al., 2008). Además, la mayoría de los genes regulados al alza en la sangre de 

los pacientes con ictus se expresan principalmente en los neutrófilos (Tang et al., 2006). 

Asimismo, el cociente neutrófilo-linfocito puede predecir la transformación hemorrágica 

posterior al ictus isquémico (Zhang et al., 2019). Todo ello contribuirá a empeorar el resultado 

neurológico (Kumar et al., 2013). 

Si bien adundan investigaciones sobre los efectos perjudiciales de los neutrófilos en la 

literatura, no son siempre desfavorables para la patología del ictus, ya que varios estudios han 

señalado un posible papel neuroprotector en diversos casos (García-Culebras et al., 2019). 

Además, en la última década se ha descrito que los neutrófilos no son una población 

homogénea y que, por ejemplo, se ha demostrado que algunos subconjuntos de neutrófilos 

son beneficiosos e incluso presentan características pro-resolutivas. Estos neutrófilos han sido 

denominados neutrófilos N2 ya que expresan Ym1+ (un marcador M2 prototípico) y se 
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asociaron con la neuroprotección y con la resolución de la inflamación en el ictus experimental 

tras la activación de PPARγ (Cuartero et al., 2013). Esta activación PPARγ no sólo polariza los 

neutrófilos hacia un fenotipo N2, sino que también aumentó el número de los neutrófilos 

infiltrados, lo que diverge de la opinión clásica, en la que la teoría aceptada tradicionalmente 

afirmaba que la infiltración de neutrófilos se asociaba a más daño (Cuartero et al., 2013). 

Como se ha señalado anteriormente, los neutrófilos expresan TLR4 en su superficie. La 

carencia de este receptor puede modular su función y reprogramarlos a un fenotipo 

alternativo en la isquemia cerebral, en concordancia con un reciente estudio que reveló que 

la falta de TLR4 confiere un efecto neuroprotector que es concomitante con un aumento de la 

densidad de los neutrófilos infiltrados en el núcleo isquémico (García-Culebras et al., 2019). 

En dicho estudio, además, el análisis estereológico de los neutrófilos infiltrados en un modelo 

de oclusión permanente de la arteria cerebral media mostró que, dentro de la población 

infiltrada, la mayoría de los neutrófilos eran N2. Esto sugiere un efecto protector de este 

subgrupo, que se corroboró mediante la depleción de los neutrófilos periféricos o el uso de 

los ratones en los que TLR4 estaba genéticamente anulado en el linaje mieloide. 

Además de modificar N1/N2, TLR4 también modula la función de los neutrófilos. Con 

respecto a la producción de ROS, se ha descrito la participación de TLR4 en la generación de 

una explosión oxidativa en neutrófilos cuando es inducida por LPS (Remer et al., 2003). En esta 

línea los neutrófilos no envejecidos muestran una menor producción de ROS que los activados 

por el microbiota (Zhang et al., 2015). Este último estudio también reveló que los neutrófilos 

estimulados por LPS eran más propensos a sufrir el proceso de NETosis. Sin embargo, la NETosis 

también se ve influida por el TLR4 plaquetario. 

 

2.2.4. Los receptores Toll-like 4 

Los receptores tipo Toll (TLRs) desempeñan un papel fundamental en los sistemas 

inmunológicos innato y adaptativo al modular diversas células del sistema inmunológico 

(Glezer et al., 2007). Comprenden TLR1 a TLR13 y se expresan tanto en la superficie celular 

como en el interior de la célula (TLRs endosomales). TLRs como TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, 

TLR10 y TLR11 se encuentran en la membrana celular, mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 

están localizados en compartimentos intracelulares (Kawasaki y Kawai, 2014).  
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En el sistema nervioso central, se expresan diferentes combinaciones de TLRs en varias 

células, incluyendo microglía, neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, células madre o 

progenitoras neurales, así como células endoteliales vasculares y células epiteliales (Okun et 

al., 2011). La activación de la vía de señalización mediada por TLRs regula la captación y 

presentación de antígenos, la maduración de células inmunitarias y la producción y liberación 

de citocinas. Cuando los TLRs se unen a patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) o 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), desencadenan respuestas inflamatorias 

(Blander et al., 2004). Esta señalización se divide en dos vías principales: la dependiente de 

MyD88 y la dependiente de TRIF, activando factores como NF-κB e IRF, que regulan la 

producción de citocinas proinflamatorias y factores antivirales (Balch et al., 2020). En el 

contexto de una lesión cerebral isquémica, la activación de TLRs puede tener efectos variables, 

desde neuroprotección hasta daño, dependiendo de las condiciones y la modulación de la 

respuesta inflamatoria (Durán-Laforet et al., 2021). Además, los TLRs y la peptidil-arginina 

deiminasa 4 (PAD4) regulan la formación de NETs, lo que contribuye a la lesión tisular inducida 

por la hipoxia (Vaibhav et al., 2020). 

El TLR4 es un componente clave del sistema inmunológico que se diferencia de otros 

receptores de la misma familia en dos aspectos principales. En primer lugar, requiere la 

presencia de una proteína accesoria llamada factor de diferenciación mieloide 2 (MD-2) para 

activarse (Al-Ofi et al., 2019). En segundo lugar, cuando está activado, el TLR4 desencadena 

dos vías de señalización distintas: una vía dependiente de la proteína de respuesta primaria 

88 (MyD88) y una vía independiente de MyD88. Para estudiar la eficacia de los ligandos que 

se unen al TLR4, se utilizan ampliamente modelos de roedores para simular trastornos tanto 

periféricos como del sistema nervioso central (SNC) que ocurren en humanos. Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que la traducción clínica de estos datos de modelos de roedores 

a humanos presenta desafíos significativos debido a las diferencias en la señalización de TLR4 

y en las respuestas inmunológicas entre estas dos especies. Por ejemplo, el dominio de 

reconocimiento de ligando de TLR4 es diferente entre humanos y ratones, lo que significa que 

los agonistas que funcionan en ratones pueden no ser efectivos en humanos (Bsibsi et al., 

2002). Además, la expresión de TLR4 en microglía y astrocitos difiere entre especies, lo que 

puede dar lugar a respuestas neuroinmunológicas diferentes cuando se activa TLR4. 
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Además, el TLR4 juega un papel importante en la respuesta inmunológica después de un 

ictus (Durán-Laforet et al., 2021). Nuestro grupo fue pionero en la demostración de que la 

ausencia de TLR4 mejora los resultados neurológicos en modelos animales de ictus (Caso et 

al.,2007), y esta relación también se ha observado en pacientes (Brea et al., 2011). Además, la 

administración de un aptámero de ADN que se une al TLR4 ha demostrado que tiene un efecto 

protector tanto en modelos animales de ictus como en pacientes en ensayos clínicos de fase I 

y II (Fernández et al., 2018; Hernández-Jiménez et al., 2022; Hernández-Jiménez et al., 2023;). 

La expresión de TLR4 tanto en el SNC como en las células circulantes complica la comprensión 

de su implicación en todo el organismo (Fernández et al., 2018), y se ha encontrado que las 

células periféricas tienen un papel clave en la fisiopatología del ictus, como se ha demostrado 

en ratones quiméricos con médula ósea que carecen de TLR4 (Yang et al., 2008).  

 

En relación a la expresión elevada de TLR4 en células de sangre periférica, se observan 

hallazgos de importancia funcional significativa. La eliminación de TLR4 en neutrófilos resulta 

en una reducción en el tamaño de los infartos cerebrales en modelos murinos, al mismo 

tiempo que induce una polarización hacia el fenotipo N2 (García-Culebras et al., 2019). Los 

ratones deficientes de TLR4 en las plaquetas mantienen una función de coagulación normal 

en condiciones fisiológicas, pero presentan una activación y función plaquetarias deterioradas 

en un modelo de shock hemorrágico (Ding et al., 2014). Además, se ha corroborado la 

importancia crítica de TLR4 en la trombocitopenia inducida por el lipopolisacárido (LPS) (Clark 

et al., 2007). Experimentos más recientes, llevados a cabo por nuestro grupo de investigación, 

han revelado que el TLR4 plaquetario media la formación de NETs en el modelo fototrombotico 

(pMCAO) en ratones (Peña-Martínez et al., 2019). Estos resultados subrayan el papel esencial 

de TLR4 en las plaquetas en los procesos de trombosis y trombosis inmunológica, abriendo 

perspectivas prometedoras para la exploración de nuevas direcciones en el desarrollo de 

tratamientos. 
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3. TROMBOSIS ARTERIAL Y TRATAMIENTO DEL ICTUS ISQUÉMICO 

Un trombo en el contexto de un ictus isquémico se forma como parte de un proceso 

complejo que implica la obstrucción de un vaso sanguíneo en el cerebro debido a la 

acumulación de material trombótico. El proceso comienza con una lesión en la pared interna 

de una arteria cerebral. Esta lesión puede deberse a diversos factores, como la acumulación 

de placa aterosclerótica, la inflamación en la pared arterial o el daño previo en el vaso 

sanguíneo. La causa principal es la rotura de una placa aterosclerótica (Hartwig e Italiano, 2003) 

que se desarrolla mediante la acumulación de depósitos de lípidos y macrófagos cargados de 

lípidos en la pared de la arteria. Cuando las plaquetas en la sangre detectan esta anormalidad, 

entonces se produce un reclutamiento rápido en el sitio, mediante la interacción de receptores 

específicos de la superficie de las células plaquetarias con el colágeno y el factor von 

Willebrand (activación plaquetaria) (Savage et al., 1998; Denis y Wagner, 2007). Paralelamente 

a la activación plaquetaria, se desencadena una cascada de reacciones químicas que culminan 

en la formación de una red de fibrina. La fibrina es una proteína que actúa como una malla en 

la que se atrapan las plaquetas, los glóbulos rojos y otros elementos sanguíneos, creando así 

un coágulo sanguíneo más sólido. Con el tiempo, el trombo continúa creciendo a medida que 

más plaquetas se adhieren a la malla de fibrina.  

Una vía importante de activación implica la escisión y, en consecuencia, la activación del 

receptor plaquetario PAR1 (receptor 1 activado por proteasa; también conocido como 

receptor de trombina) por la proteasa trombina (también conocida como factor II) (Coughlin, 

2005), que se activa mediante la cascada de coagulación sanguínea. Luego, las plaquetas 

activadas liberan el contenido de los gránulos, que promueven aún más el reclutamiento, la 

adhesión, la agregación y la activación de las plaquetas. Esto puede obstruir aún más el vaso 

sanguíneo y reducir o bloquear completamente el flujo sanguíneo hacia el tejido cerebral distal. 

Si el trombo crece lo suficiente, puede obstruir por completo el vaso sanguíneo, lo que resulta 

en una falta de oxígeno y nutrientes para la región del cerebro irrigada por esa arteria. Esta 

obstrucción completa puede llevar a un ictus isquémico, causando daño cerebral. A diferencia 

del trombo venoso (trombo rojo), que se forma principalmente a partir de fibrina, el trombo 

arterial (trombo blanco) se forma principalmente a partir de plaquetas (Mackman, 2008). 
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3.1. TROMBOSIS Y PLAQUETA 

Además del mecanismo previamente mencionado de formación de trombos plaquetarios, 

la interacción de los receptores plaquetarios con el colágeno también desencadena una 

cascada de señalización celular de adentro hacia afuera que culmina en la activación de la 

integrina αIIbβ3 (Shattil et al., 2010). Este proceso implica la participación de proteínas 

intermediarias, talina y kindlina, que se unen al dominio citoplasmático de la integrina β3, 

induciendo un cambio en αIIbβ3 de un estado inactivo a uno activo (Moser et al., 2008). La 

conformación activa de αIIbβ3 aumenta su afinidad por varias proteínas adhesivas, incluyendo 

vWF, fibrinógeno, fibrina y fibronectina. Estas interacciones son críticas para que las plaquetas 

puedan formar agregados estables con otras plaquetas activadas, facilitando así el crecimiento 

de los trombos. La interacción de los receptores plaquetarios con el colágeno desencadena 

una serie de eventos intracelulares que llevan a la activación de la integrina αIIbβ3, lo que 

aumenta la afinidad de esta integrina por diversas proteínas adhesivas. Esta activación y las 

interacciones subsiguientes son esenciales para la formación de los agregados plaquetarios 

estables y para promover el crecimiento de los trombos en situaciones de respuesta a daño 

vascular o necesidad de detener el sangrado. 

El papel de las plaquetas va más allá de su función bien establecida en la regulación de la 

hemostasia y la trombosis. Estas células sanguíneas desempeñan un papel específico en la 

regulación y asistencia de las respuestas inmunitarias y las reacciones inflamatorias (Von 

Hundelshausen y Weber, 2007). Después de la activación, las plaquetas expresan la selectina 

P, una molécula adhesiva que regula la interacción entre las plaquetas activadas y las células 

del sistema inmunitario que expresan su ligando, la glicoproteína P-selectina. Esto conduce a 

la formación de microagregados y facilita la interacción y adhesión de los leucocitos, como 

linfocitos, neutrófilos y monocitos. Además de la selectina P, las plaquetas también expresan 

una serie de otros receptores de superficie, como αIIbβ3, CD40 ligando, la molécula de 

adhesión intercelular 2, las moléculas de adhesión de unión y los receptores de quimiocinas, 

que se cree que establecen conexiones entre el sistema inmunológico y las plaquetas. 
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Además, las plaquetas expresan los receptores Toll-like (TLRs), que son componentes 

clave de la inmunidad innata contra diversas infecciones, incluyendo virus, bacterias y tumores 

(Koupenova et al., 2015). Esto sugiere que las plaquetas consisten en un elemento integral del 

sistema inmunológico. Además, las plaquetas exhiben autofagia durante su activación y 

pueden tomar muestras del entorno sanguíneo, ayudando a otras células del sistema 

inmunológico al presentar patógenos extraños (Ouseph et al., 2015). La activación de TLR4 por 

el LPS en las plaquetas puede desencadenar una serie de respuestas importantes. Por un lado, 

puede conducir a la formación de los agregados de plaquetas y neutrófilos, lo que contribuye 

a la respuesta inmunológica y a la defensa del organismo contra infecciones. En cambio, este 

proceso dinámico también puede tener consecuencias perjudiciales, como la activación de 

NETosis (Clark et al., 2007), que puede promover lesiones en el huésped. 

La aspirina, un medicamento ampliamente utilizado, ejerce su acción en las plaquetas a 

través, fundamentalmente, de la inhibición de la enzima ciclooxigenasa-1 (COX-1), un 

componente clave en la cascada de coagulación. La aspirina se une de manera irreversible a la 

COX-1, lo que resulta en la reducción de la producción de prostaglandinas y tromboxano A2, 

compuestos proinflamatorios y proagregantes plaquetarios. Esta inhibición de la COX-1 

disminuye la capacidad de las plaquetas para adherirse y formar coágulos (Franchi et al., 2017), 

lo que tiene un efecto antiagregante. Actúa como un inhibidor de la agregación plaquetaria y 

reduce el riesgo de formación de coágulos sanguíneos, lo que la convierte en un medicamento 

eficaz para la prevención de eventos cardiovasculares, como ataques cardíacos e ictus. 

 

3.2. TROMBOSIS Y NETOSIS 

La formación de NETs es un proceso biológico que desempeña un papel esencial en la 

defensa inmunológica del organismo. Durante la NETosis, los neutrófilos experimentan 

cambios significativos en su morfología y liberan redes de cromatina cargadas de proteínas 

antimicrobianas. Estas NETs crean una barrera física contra varios patógenos, atrapan y matan 

a los microorganismos invasores y evitan su propagación. Aunque los detalles precisos de la 

formación de NETs no están completamente claros, se han identificado varios factores clave, 

como ROS, citoquinas como la IL-8, LPS, factor de complemento 5a y diversas sustancias 
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químicas activadoras. La enzima PAD4 juega un papel vital, ya que cataliza la citrulinación de 

histonas, un paso crítico en la NETosis (Martinod y Wagner, 2014). 

La inhibición de PAD4 puede prevenir la formación de NETs, lo que subraya la importancia 

de esta enzima en el proceso de NETosis. Este mecanismo inmunológico es fundamental para 

la respuesta del cuerpo ante las amenazas microbianas. El término "NETosis" se refiere al 

proceso de formación de NETs. Inicialmente, la NETosis se describió como un proceso de 

muerte celular distinto de la apoptosis y la necrosis, en el cual las membranas nucleares y 

granulares se desintegran, y el contenido nuclear se descondensa en el citoplasma. Luego, la 

membrana plasmática se rompe, liberando la cromatina junto con las proteínas granulares al 

espacio extracelular. En ciertas situaciones, los neutrófilos pueden inducir la NETosis sin que 

esto conlleve su muerte, preservando su capacidad fagocítica. Actualmente, se reconocen dos 

tipos de NETosis (Huang et al., 2022): una “suicida” y otra “vital”. En la NETosis suicida, la 

activación del neutrófilo por estímulos como el PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) conduce 

a la activación del complejo NADPH oxidasa y a la citrulinación de histonas por medio de PAD4, 

lo que desencadena la formación de NETs seguida de la lisis celular. En la NETosis vital, el 

proceso es más rápido y no depende de ROS. La enzima PAD4 se activa sin la necesidad de ROS, 

lo que induce la descondensación de la cromatina. En este caso, el neutrófilo libera NETs sin 

comprometer su integridad celular. 

La inmunotrombosis es un proceso biológico que se desencadena en respuesta a la 

formación de trombos en los vasos sanguíneos, particularmente en los microvasos. Su 

principal función es crear una especie de estructura intravascular que facilita la detección, 

contención y eliminación de patógenos, como bacterias o virus, presentes en la sangre, 

protegiendo así la salud del organismo sin causar daños graves. Sin embargo, si este proceso 

no se regula adecuadamente, puede contribuir al desarrollo de trastornos asociados con la 

trombosis, lo que subraya la relevancia de comprender y controlar este mecanismo biológico 

(Engelmann y Massberg, 2013) (Figura 4). 
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Figura 4. Principios básicos de la inmunotrombosis. Los monocitos y sus microvesículas desempeñan un papel 
crucial al expresar el factor tisular intravascular en los sitios de exposición a patógenos, lo que inicia la vía 
extrínseca de la coagulación. Además, las NETs inducen la inmunotrombosis a través de múltiples mecanismos lo 
que potencia la formación de trombos. Estos incluyen la activación del factor XII, la liberación de VWF y de 
histonas H3 y H4, que activan las plaquetas, así como la presentación de MPO y elastasa, que oxidan los 
anticoagulantes. El sistema del complemento, en particular los componentes activados del complemento como 
C3a y C5a, también contribuyen a promover la inmunotrombosis a través de la activación de las plaquetas 

 

En el proceso de inmunotrombosis, los neutrófilos desempeñan un papel fundamental al 

liberar NETs, que consisten en redes de ADN y proteínas antimicrobianas (Brinkmann et al., 

2004). Estas NETs cuentan con varios componentes, como ADN e histonas (H3 o H4), que 

activan la coagulación sanguínea y promueven la adhesión de las plaquetas, facilitando así la 

formación de trombos en los vasos sanguíneos (Carestia et al., 2013). Varios receptores en la 

superficie de las plaquetas también son importantes para participar en la activación de la 

trombosis inmune, tales como TLR4, GPCR (PAR1/4, P2Y12), glicoproteínas (integrina αIIbβ3, 

GPVI y GIb-IX-V), y oxigenasas (COX-1, 12-LOX) (Gremmel et al., 2016). La interacción entre los 

neutrófilos y las plaquetas crea un andamiaje intravascular que no solo atrapa patógenos para 

su destrucción, sino que puede dar lugar a patologías relacionadas con la trombosis. De hecho, 

se ha observado la presencia de NETs en contextos de las trombosis arterial y venosa en 

estudios clínicos y experimentales (Martinod y Wagner, 2014). De acuerdo con la estructura y 

el mecanismo inmunológico de las NETs, la NETosis se puede prevenir de varias maneras. Una 

de ellas es mediante PAD4, una enzima clave en la citrulinación de histonas, la deficiencia de 

PAD4 impide la descondensación de la cromatina y la liberación de NETs (Martinod et al., 2013). 

Inmunotrombosis

Monocitos Neutrofilos

Plaqueta

ADN

Fibrina

MPO

H3

H4

Microtrombo

vWF

Patógeno

C3a
C5a

Factor 
XII

PRR

Plaqueta

P-selectina

Elastasa



- 55 - 
 

También se puede evitar la formación de NETs mediante el uso de inhibidores de PAD4, como 

cl-amidine, que inhibe su actividad enzimática. Además, el tratamiento con DNAsa-I, una 

enzima conocida por degradar el ADN presente en las NETs, puede ser eficaz para eliminar 

estas estructuras. De hecho, se han realizado muchos experimentos con animales que utilizan 

estos métodos para estudiar la trombosis y la NETosis inmunitarias (Martinod y Wagner, 2014). 

 

3.3. LA TERAPIA TROMBOLÍTICA 

El ictus, como ya hemos comentado, es la segunda causa de muerte a nivel mundial 

(primera en mujeres en España) y su carga aumentó significativamente de 1990 a 2019. Los 

hallazgos indican que la mayoría de la carga global del ictus (86% de las muertes) ocurre en los 

países de ingresos bajos y medianos (GBD 2019 Stroke Collaborators, 2019). El ictus isquémico 

sigue siendo la causa predominante de todos los nuevos casos de ictus, seguido de la 

hemorragia intracerebral y la hemorragia subaracnoidea. Por ello, las estrategias y medidas de 

prevención primaria del ictus están lejos de ser suficientes. Por otro lado, es fundamental 

implementar adecuadamente las medidas de prevención secundaria, así como proporcionar 

un tratamiento agudo y una rehabilitación apropiados para mejorar los resultados en casos de 

ictus.  

Tras años de investigación enfocada en la terapia farmacológica de esta enfermedad, se 

publicaron por primera vez tratamientos farmacológicos agudos beneficiosos para pacientes 

con ictus isquémico (NINDS, 1995). Este tratamiento implica la recanalización de la arteria 

obstruida mediante la administración intravenosa de activador del plasminógeno tisular 

recombinante o alteplasa (r-tPA o tPA). Recientemente, también se ha aprobado para uso 

clínico un nuevo fármaco derivado de r-tPA, tenecteplasa (TNK) (Huang et al., 2015). En 

comparación con el r-tPA, TNK cuenta con ventajas como menos efectos secundarios y una 

vida media más larga. Actualmente, la reperfusión de arterias obstruidas mediante la 

administración intravenosa de r-tPA o TNK es el único tratamiento farmacológico aprobado 

para la fase aguda del ictus isquémico (Campbell et al., 2018; Campbell et al., 2020). Sin 

embargo, debido al riesgo de transformación hemorrágica (TH), que es una complicación 

principal para los fármacos trombolíticos, estos medicamentos solo se pueden utilizar en 
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pacientes seleccionados mediante criterios de cribado muy estrictos (Powers et al., 2019). Se 

excluyen pacientes mayores de 80 años, pacientes con diabetes o hiperglucemia, pacientes 

que toman anticoagulantes, pacientes con hipertensión, antecedentes de ictus, lesiones 

cerebrales extensas o efecto de masa antes del tratamiento, así como pacientes más allá del 

período de tratamiento de 4,5 horas. Dada la corta ventana terapéutica de la terapia 

trombolítica y los criterios de tratamiento restrictivos, solo un pequeño grupo de pacientes 

con ictus isquémico puede ser elegible para este enfoque terapéutico. 

En países europeos, solo el 7,3% de los pacientes con ictus isquémico agudo recibe la 

trombólisis intravenosa, y únicamente el 1,9% se somete al tratamiento endovascular. Las 

tasas más elevadas a nivel nacional son del 20,6% para la trombólisis intravenosa en los Países 

Bajos y del 5,6% para el tratamiento endovascular en Malta (Aguiar de Sousa, 2019). 

En comparación con la terapia de trombectomía (retirada mecánica del trombo mediante 

dispositivos intraluminales), que tiene una tasa de recanalización del 70% (Goyal et al., 2016), 

la terapia de trombólisis intravenosa presenta una tasa de recanalización de alrededor del 30% 

con cerca de un 50% de pacientes que no responden al tratamiento trombolítico. Así, 

comparando con la aplicación de trombolíticos, la trombectomía es más apropiada para 

abordar la obstrucción en vasos sanguíneos de mayor calibre y requiere la intervención de 

profesionales médicos altamente capacitados. En algunos casos evaluados, se opta por una 

combinación de trombectomía y trombólisis como parte del tratamiento. Entre los pacientes 

tratados con el r-tPA, factores como la ubicación del trombo, un tamaño más pequeño, la 

mejora en su permeabilidad y el tiempo transcurrido hasta la evaluación de la recanalización 

se relacionaron con un mayor éxito en la recanalización (Riedel et al., 2011; Menon et al., 2018). 

En la actualidad, se están evaluando diversas mejoras en la trombólisis con el objetivo de 

reducir sus efectos secundarios, especialmente la TH. Algunos enfoques principales abarcan el 

uso de r-tPA o TNK incluso en grupos de pacientes considerados previamente excluidos (Li et 

al., 2022; Tsivgoulis et al., 2023), terapias combinadas con r-tPA que pueden extender la 

ventana terapéutica, o la identificación de pacientes que son más propensos a beneficiarse de 

esta terapia (Fischer et al., 2022). Estas investigaciones tienen como objetivo mejorar la 

eficacia y seguridad de la trombólisis como tratamiento del ictus isquémico (Zhu et al., 2022). 

En vista de lo anterior, entendemos que las limitaciones de la trombólisis consisten en una 
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ventana de tratamiento estrecha, una tasa de recanalización baja y una predisposición a la 

transformación hemorrágica. 

 

3.4. MECANISMOS MOLECULARES DE LA FIBRINÓLISIS 

El tPA y sus derivados son elementos fundamentales en la trombólisis. Se trata de serina 

proteasas de cerca de 70 kDa que son abundantes tanto en el plasma como en el SNC. Su 

actividad catalítica se encuentra en el dominio proteasa, y también posee dos dominios 

“kringle” que son responsables de su interacción con la fibrina (Rijken et al., 1982). En el 

torrente sanguíneo, esta molécula se halla unida a los inhibidores del activador del 

plasminógeno 1(PAI-1), los cuales inhiben su actividad. 

En condiciones fisiológicas, tanto la coagulación como la fibrinólisis están reguladas con 

precisión por la participación medida de sustratos, activadores, inhibidores, cofactores y 

receptores. Los enlaces moleculares entre estos sistemas permiten la eliminación localizada y 

oportuna de depósitos de fibrina en curso o inducidos de forma aguda (Kolev y Machovich, 

2003). 

La coagulación se inicia con la generación de trombina, que promueve la formación de 

trombos mediante la conversión de fibrinógeno en fibrina y la activación plaquetaria. Por otro 

lado, la fibrinólisis implica la acción de la plasmina, la principal proteasa fibrinolítica. El 

plasminógeno (PLG), un zimógeno plasmático, se convierte en plasmina mediante activadores 

como el tPA y la uroquinasa (uPA). La plasmina, a su vez, escinde tanto el tPA como el uPA, 

transformándolos en formas más activas. La fibrina regula su propia degradación uniéndose 

tanto a PLG como a tPA en su superficie, lo que facilita la generación de plasmina (Cesarman-

Maus y Hajjar, 2005). Una vez formada, la plasmina escinde la fibrina, generando productos 

de degradación solubles y exponiendo residuos de lisina carboxi terminal (Lys). Los “kringles” 

de tPA y PLG contienen sitios de unión a lisina, lo que aumenta la afinidad por la fibrina y, por 

ende, la generación de plasmina y la eliminación de fibrina. La disolución de la fibrina también 

está regulada por inhibidores de la activación de PLG, como el PAI-1, y por inhibidores de la 

plasmina, como el inhibidor de α2-plasmina (α2-PI). 
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Además, varios tipos de células, como las endoteliales, monocitos, macrófagos, 

neutrófilos y células tumorales, promueven la generación de plasmina al expresar receptores 

de la superficie celular. Estos receptores facilitan la actividad fibrinolítica en la superficie 

celular, actúan como cofactores en la generación de plasmina y proporcionan entornos 

especializados que están protegidos de los inhibidores circulantes (Hajjar, 2003). 

 

4. TRANSFORMACIÓN HEMORRÁGICA 

La transformación hemorrágica (TH) es el sangrado que ocurre en una región del cerebro 

afectada por ictus. Se presenta en alrededor del 10% al 40% de los pacientes y está vinculada 

a un aumento en la morbilidad y mortalidad (Terruso et al., 2009). La gravedad de la TH puede 

variar desde un sangrado microscópico hasta hemorragias más extensas. En estudios clínicos, 

a menudo se divide la TH en cuatro categorías: el infarto hemorrágico petequial pequeño (HI1), 

el infarto hemorrágico petequial confluente (HI2), la hemorragia parenquimatosa pequeña 

(PH1) (que involucra menos del 30% del infarto, con un efecto de masa leve) y la hemorragia 

parenquimatosa grande (PH2, que involucra más del 30% del infarto, con un efecto de masa 

pronunciado) (Fiorelli et al., 1999).  

La TH ocurre cuando se restablece el flujo sanguíneo cerebral en la vasculatura 

previamente dañada. Existe cierta incertidumbre acerca de si los mecanismos que causan las 

hemorragias petequiales más pequeñas son los mismos que los que causan las hemorragias 

parenquimatosas más grandes. Algunos argumentan que estas difieren, ya que la hemorragia 

petequial se relaciona con la duración y gravedad de la isquemia, mientras que la hemorragia 

parenquimatosa puede no estar directamente relacionada con estos factores (Thomalla et al., 

2007). Además, se considera que la hemorragia petequial puede indicar una reperfusión 

temprana en el tejido cerebral aún viable, lo que la convierte en un posible marcador de buen 

pronóstico (Molina et al., 2002). La lesión y remodelación de los vasos sanguíneos que 

componen la BHE y forman parte de la unidad neurovascular (vaso-glía-neurona) desempeñan 

un papel importante en estos procesos (Hamann et al., 1999). 
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4.1. LAS ESTRUCTURAS DE LA BARRERA HEMATOENCEFÁLICA 

La barrera hematoencefálica (BHE) se refiere a las propiedades únicas de la 

microvasculatura del SNC. Los vasos sanguíneos en el SNC son vasos continuos no fenestrados, 

y presentan una serie de características adicionales que les permiten regular de manera 

precisa el movimiento de moléculas, iones y células entre la sangre y el SNC (Daneman, 2012). 

Esta capacidad altamente restrictiva de la BHE permite que sus CE mantengan rigurosamente 

la homeostasis del SNC, lo cual es esencial para el adecuado funcionamiento neuronal, así 

como para proteger el SNC contra toxinas, patógenos, inflamación, lesiones y enfermedades. 

Existen tres sitios principales de barrera que desempeñan un papel fundamental en el 

mantenimiento de la homeostasis del SNC: las CE de los microvasos cerebrales, que forman la 

BHE; las células epiteliales del plexo coroideo, que secretan líquido cefalorraquídeo y 

establecen la BHE; y las CE de la membrana aracnoidea en la superficie del cerebro (Abbott et 

al., 2010). Estas barreras no solo son cruciales para regular la homeostasis iónica en el SNC, 

sino que también juegan un papel esencial en la regulación del tráfico molecular entre la 

sangre y el cerebro, la separación de grupos de neurotransmisores centrales y periféricos, y la 

limitación de la entrada al cerebro de proteínas plasmáticas y leucocitos circulantes. 

En el caso de la BHE, las CE no funcionan de manera aislada, sino que operan dentro de 

una "unidad neurovascular" (NVU) altamente organizada. Esta NVU es una estructura modular 

que integra la población neuronal local junto con su glía astrocítica asociada y junto con las 

células que forman el tubo microvascular que proporciona el flujo sanguíneo, incluyendo el 

endotelio y los pericitos. Además, en las arteriolas también participa el músculo liso. Cabe 

destacar que la microglía, las células inmunes residentes en el SNC, están asociadas con la NVU. 

En condiciones fisiológicas, esta microglía se encuentra en estado de reposo, pero pueden 

activarse en situaciones patológicas. A continuación, presentamos los componentes 

fundamentales de la BHE. 

Las CE son células epiteliales escamosas simples modificadas derivadas del mesodermo 

que forman las paredes de los vasos sanguíneos. En arterias y venas de mayor diámetro, se 

encuentran docenas de CE, mientras que los capilares más pequeños consisten en una única 
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CE que se pliega sobre sí misma para formar la luz del vaso. Las CE están además unidas por 

uniones estrechas, las cuales forman una barrera paracelular de alta resistencia a las moléculas 

y iones. Estas uniones presentan una permeabilidad selectiva en tamaño para moléculas no 

cargadas de hasta 4 nm (Van Itallie et al., 2008; Westergaard y Brightman, 1973) y luego 

disminuyen significativamente la permeabilidad para moléculas más grandes. Las CE en el SNC 

experimentan tasas extremadamente bajas de transcitosis en comparación con las CE 

periféricas, lo que restringe en gran medida el movimiento transcelular de solutos mediado 

por vesículas (Coomber y Stewart, 1985). Esta barrera paracelular y transcelular altamente 

restrictiva crea una polaridad celular con distintos compartimentos de membrana, uno 

orientado hacia la luz del vaso sanguíneo y otro hacia el tejido circundante (Betz et al., 1980), 

lo que permite un control preciso del intercambio entre la sangre y el cerebro mediante 

procesos de transporte celular regulados.  

En cuanto a los transportadores expresados por las CE del SNC, se dividen en dos 

categorías principales: los transportadores de difusión pasiva, que permiten el paso de 

sustancias sin requerir energía adicional, y los transportadores de transporte activo, que 

utilizan energía metabólica para mover selectivamente moléculas, como la glucosa, hacia el 

cerebro, asegurando un suministro constante de energía para su funcionamiento. Estos 

transportadores son esenciales para regular qué sustancias pueden acceder al SNC y mantener 

su ambiente interno protegido y estable. Además, las CE del SNC expresan niveles 

extremadamente bajos de moléculas de adhesión de leucocitos (LAM) (Henninger et al., 1997), 

en comparación con las CE en otros tejidos, lo que limita significativamente la entrada de 

células inmunitarias al SNC. 

Las células murales comprenden tanto células del músculo liso vascular que rodean los 

vasos sanguíneos de mayor tamaño como pericitos, que recubren parcialmente las paredes 

endoteliales de la microvasculatura. Los pericitos (PC) son células que se encuentran en la 

superficie abluminal del tubo endotelial microvascular y están incrustadas en la membrana 

basal vascular. Estas células tienen extensiones celulares largas que recorren la superficie 

abluminal del endotelio, a menudo abarcando múltiples CE. Los pericitos contienen proteínas 

contráctiles y tienen la capacidad de contraerse para controlar el diámetro de los capilares 

(Hall et al., 2014). 
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La membrana basal rodea el tubo vascular y consta de dos componentes principales: la 

membrana basal vascular interna y la membrana basal parenquimatosa externa, también 

conocida como glía limitante perivascular. La alteración de estas membranas basales por las 

metaloproteinasas de la matriz es un componente importante en la disfunción de la BHE y la 

infiltración de leucocitos observada en diversos trastornos neurológicos (Del Zoppo et al., 

2006). 

Los astrocitos son células gliales esenciales que extienden procesos celulares polarizados 

que envuelven procesos neuronales o vasos sanguíneos (Abbott et al., 2006). Esta interacción 

neurovascular permite a los astrocitos transmitir señales que regulan el flujo sanguíneo en 

respuesta a la actividad neuronal (Gordon et al., 2011). Esto incluye la regulación de la 

contracción o dilatación de las células del músculo liso vascular que rodean las arteriolas, así 

como de los pericitos que rodean los capilares. 

La microglía son células inmunes parenquimatosas residentes en el SNC. Estas células 

tienen un papel relevante en la regulación del desarrollo neuronal, en la respuesta inmunitaria 

innata y en la cicatrización de heridas, así como pueden actuar como células presentadoras de 

antígenos en la inmunidad adaptativa (Ajami et al., 2007). Además, diversas poblaciones de 

células inmunitarias circulantes, como los neutrófilos, células T y macrófagos, pueden 

interactuar con los vasos sanguíneos del SNC y se cree que regulan las propiedades de la BHE 

en respuesta a infecciones, lesiones y enfermedades mediante la liberación de especies 

reactivas de oxígeno que pueden aumentar la permeabilidad vascular (Hudson et al., 2005). 

 

4.2. MECANISMOS DE TRANSFORMACIÓN HEMORRÁGICA 

La isquemia cerebral focal daña componentes de la BHE e induce procesos inflamatorios 

que alteran las relaciones entre las CE, la matriz extracelular (ECM) y las células astrocíticas. 

Esto resulta en cambios significativos en la barrera de permeabilidad microvascular. A las pocas 

horas de MCAO, se detectan aumentos focales en la permeabilidad a fibrinógeno, IgG y otras 

proteínas grandes. Los niveles de integrinas expresadas por las CE, como α1β1, α3β1 y α6β1, 

disminuyen rápidamente después de la MCAO y las MMP se activan como respuesta al daño 

isquémico, lo que induce la remodelación de la lámina basal y la activación de quimioquinas. 
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Las MMP son proteasas dependientes de zinc con la capacidad de degradar fibronectina y 

lamininas. Dado que la lámina basal está compuesta por el colágeno, la fibronectina, la 

laminina y el sulfato de heparina, y actúa como un importante andamio para las CE cerebrales, 

las MMP se consideran iniciadores evidentes de la ruptura de la BHE. Después de la isquemia 

o reperfusión, se ha demostrado que las MMP se sobreexpresan en el cerebro, ya sea a través 

de vías de citocinas proinflamatorias (a través de NF-κB) o mediante la activación de HIF-1α y 

furina (Lenglet et al., 2014). La inhibición de las MMP con agentes farmacológicos o el uso de 

animales knockout para las MMP reduce la disrupción de la BHE (Rosenberg et al., 1998). 

Además, tras de muerte de las neuronas, se produjo una liberación importante de 

glutamato y calcio por parte de las neuronas, que se une a los receptores de NMDA. Esta 

activación excesiva de los receptores NMDA es en gran medida responsable del edema 

citotóxico de las neuronas (Sharp et al., 2003), y puede dañar las células circundantes y 

debilitar la integridad de los vasos sanguíneos cerebrales, aumentando el riesgo de hemorragia.  

 

4.2.1. TRANSFORMACIÓN HEMORRÁGICA TEMPRANA Y TARDÍA 

Existe una relación entre la duración de la isquemia y la TH inducida por la reperfusión. 

Un estudio llevado a cabo en ratas con MCAO reveló que la reperfusión después de 5 horas 

resultó en un 81,8% de las ratas desarrollando TH. En contraste, en el caso de la MCAO 

permanente, la tasa de TH fue solo del 18,2%. Estos hallazgos en roedores son consistentes 

con lo observado en pacientes. En el ser humano, se ha asociado el aumento en el tiempo 

transcurrido desde el inicio de la isquemia hasta la reperfusión con un incremento en el riesgo 

de TH, tanto en pacientes tratados con tPA como en pacientes no tratados (Copin y Gasche, 

2008). Además, se ha demostrado que la recanalización realizada más allá de las 6 horas desde 

el inicio del ictus es un predictor independiente de TH en los casos de ictus. Por otro lado, la 

reperfusión temprana se asocia con un riesgo reducido de TH. En consecuencia, el tiempo 

transcurrido desde el inicio del ictus hasta la reperfusión se configura como un factor crítico 

para determinar la tasa de TH, y períodos más prolongados de isquemia aumentan la 

probabilidad de desarrollar TH cuando se restablece el flujo sanguíneo. 

En los seres humanos, la gravedad de TH puede variar por el volumen de hemorragia. La 

TH también se suele dividir en grupos sintomáticos y asintomáticos según el deterioro del 
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estado neurológico, definido como un aumento de más de 4 puntos en la escala NIHSS (NIHSS: 

“National Institutes of Health Stroke Scale”) durante las primeras 36 horas después del inicio 

del ictus. Estas clasificaciones clínicas son útiles porque las hemorragias más graves son más 

probables de ser sintomáticas, lo que podría afectar negativamente los pronósticos del ictus. 

Por lo tanto, resulta esencial prevenirlas. Sin embargo, incluso las llamadas TH "asintomáticas" 

pueden empeorar los pronósticos del ictus (Park et al., 2012), por lo que el reducir las TH más 

pequeñas también puede beneficiar a los pacientes con ictus (Latour et al., 2004). Además, 

para discernir las diferencias en la TH según el mecanismo, se ha dividido el proceso en etapas 

tempranas y tardías, considerando la fase temprana como el período dentro de las primeras 

24 horas después del ictus (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5. TRANSFORMACIÓN HEMORRÁGICA TEMPRANA Y TARDÍA. Modificado de (Jickling et al., 2014) 

 

Las ROS juegan un papel significativo en la TH temprana. La reperfusión del tejido 

isquémico conlleva la generación de ROS desde diversas fuentes, que incluyen las mitocondrias 

intracelulares, la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), la 

xantina oxidasas, los receptores de la membrana celular y mediadores inflamatorios (Fraser, 

2011). El aumento de ROS como resultado de la isquemia-reperfusión puede ocasionar daño 

en la unidad neurovascular, afectando a las CE, pericitos, células del músculo liso y astrocitos. 
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Este fenómeno resulta en una mayor permeabilidad de la BHE y un incremento en la 

probabilidad de TH. El daño provocado por las especies reactivas de oxígeno en la unidad 

neurovascular, a nivel capilar, puede predisponer a hemorragias petequiales, mientras que, a 

nivel de las arteriolas pequeñas, la lesión causada por los ROS, tanto en las CE como en las del 

músculo liso, puede dar lugar a las hemorragias parenquimatosas con un mayor grado de 

hemorragia. 

A los 30 minutos de la isquemia cerebral focal, los leucocitos circulantes comienzan a 

adherirse a las CE vasculares (Sandoval y Witt, 2008). Después de 6 horas, los neutrófilos 

empiezan a infiltrar al cerebro de ratas con tMCAO (Zhang et al., 1994). En un modelo de MCAO 

en ratas, el bloqueo de la infiltración de neutrófilos redujo la MMP-9 en el cerebro (Justicia et 

al., 2003). La adhesión y migración de los leucocitos a través de la vasculatura activa una serie 

de cascadas de señalización (proteínas quinasa C, quinasa de adhesión focal) que incrementan 

la permeabilidad de la BHE. Las MMPs, incluyendo MMP-9, MMP-2 y MMP-3, son moléculas 

clave involucradas en la apertura de la BHE y la TH después de un ictus (Asahi et al., 2000). 

Estos resultados sugieren que el aumento en la expresión de las MMP en la TH temprana 

podría derivar de la liberación de neutrófilos infiltrados después del ictus.   

El mecanismo exacto mediante el cual las MMP derivadas de la sangre alteran la BHE y 

contribuyen a la TH no está completamente claro. La MMP-9 plasmática puede abrir la BHE 

desde el lado luminal del vaso al actuar directamente sobre las proteínas de unión estrecha 

(TJ), o bien puede ser absorbida por las CE y afectar a la lámina basal. Alternativamente, los 

neutrófilos que infiltran el cerebro podrían liberar MMP que actúa directamente sobre las TJ 

y/o la lámina basal (Rosell et al., 2008). Las acciones de las MMP sobre la lámina basal podrían 

alterar el complejo endotelial-pericito-astrocito y facilitar la lesión de la BHE, promoviendo así 

la TH. 

Existe una alteración persistente de la BHE que comienza un día después del ictus y que 

puede durar varias semanas (Strbian et al., 2008). Esta apertura retrasada y prolongada de la 

BHE está mediada predominantemente por las MMP derivadas del cerebro y otras proteasas 

cerebrales (plasmina, tPA endógeno, uroquinasa y catepsinas), así como la neuroinflamación, 

la remodelación vascular y la neovascularización. La remodelación vascular y la angiogénesis 

son componentes importantes de la recuperación después del ictus. Para que se incorporen 
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nuevos vasos a la vasculatura existente, varios factores de crecimiento, MMP y otras moléculas 

forman nuevos vasos y la unidad neurovascular. Durante esta remodelación vascular, los vasos 

se vuelven más permeables y son propensos a la TH. 

Varios factores clínicos se han asociado con TH. La gravedad del ictus y el tamaño del 

infarto son los factores que mejor se correlacionan con la TH. Otros factores incluyen la edad, 

la presión arterial sistólica basal, la hipertensión preexistente, la glucosa sérica y el uso de 

antiplaquetarios. Hoy en día, el uso preventivo de antiplaquetarios se ha vuelto común entre 

las personas mayores. El tratamiento del ictus y la prevención y el manejo de complicaciones 

en estos pacientes son complicados. El uso de antiplaquetarios antes del tratamiento con tPA 

o el inicio del uso de antiplaquetarios dentro de las primeras 24 horas del tratamiento con tPA 

aumenta el riesgo de TH (Powers et al., 2019). 

Hasta la fecha, ninguno de estos enfoques ha sido traducido con éxito a humanos. Los 

objetivos que se han evaluado incluyen la reducción de las ROS, la inhibición de las MMP y la 

modulación de objetivos que afectan la permeabilidad de la BHE. 

 

4.2.2. TRANSFORMACIÓN HEMORRÁGICA Y TROMBOLÍTICO 

La TH es una preocupación importante en los pacientes tratados con tPA, ya que el tPA 

aumenta hasta 10 veces la tasa de TH (Lees et al., 2010). Este incremento en el riesgo de 

transformación hemorrágica se debe a diversos mecanismos. Una de las principales causas 

consiste en que el tPA promueve la reperfusión al degradar los coágulos sanguíneos basados 

en fibrina (Hong et al., 2021). 

No obstante, el tPA también contribuye a la transformación hemorrágica a través de los 

mecanismos que van más allá de su papel en la trombólisis y la reperfusión. Esto se logra, en 

parte, mediante el aumento de las MMP, además de los efectos mediados por los receptores 

específicos (Turner y Sharp, 2016). El tPA actúa sobre el receptor 1 activado por la proteasa 

para incrementar la expresión de MMP-9 a través de NFκB (Cheng et al., 2006; Gerzanich et 

al., 2018). 

Asimismo, el tPA se une al receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGFRα) para activar PDGF-CC. Es importante destacar que la unión del tPA al PDGFRα en los 

pies de los astrocitos aumenta la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, y que los 
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niveles elevados de PDGF-CC se asocian con la transformación hemorrágica en pacientes con 

ictus (Su et al., 2008; Qiu et al., 2022). Por otro lado, el tPA también se une al receptor de la 

LRP en las CE, las microglías y los astrocitos para aumentar la expresión de MMP-3 y MMP-9, 

y promueve la desgranulación de los neutrófilos y la liberación de MMP-9 en la sangre 

(Mantuano et al., 2017). 

Por lo tanto, en pacientes tratados con tPA, la TH puede ocurrir no solo como resultado 

de una mayor reperfusión, sino también por los efectos del tPA sobre la actividad de las 

metaloproteinasas, el PDGFRα y la señalización del receptor LRP (Shi et al., 2021). Tras un ictus, 

los factores de remodelación vascular están regulados positivamente y las estructuras 

microvasculares se desestabilizan. Estos factores alteran la BHE. La recanalización tardía de los 

vasos presente en un infarto relativamente maduro puede dañar la BHE, lo que resulta en TH. 

La activación de las células inmunes por tPA, desempeña un papel potencial en el proceso que 

se agrave aún más el daño de la BHE (Kim, 2019; Candelario-Jalil et al., 2022). 

 

5. RITMO CIRCADIANO Y ICTUS ISQUEMICO 

Los experimentos en modelos de isquemia cerebral en roedores suelen llevarse a cabo 

durante el día. El día es el período de sueño e inactividad para los roedores que son animales 

nocturnos. Esto puede producir una discrepancia al intentar extrapolar los resultados de la 

neuroprotección obtenida en ratones con los ensayos clínicos que se llevan a cabo en 

pacientes. Los estudios de neuroprotección en animales se realizan durante el día (periodo de 

inactividad en el animal) mientras que los ensayos clínicos se realizan durante el día que es el 

periodo de actividad en los humanos (Esposito et al., 2020). Por otro lado, los ritmos 

circadianos se componen de ritmos exógenos (ambientales o conductuales) y ritmos 

circadianos endógenos (sistemas fisiológicos regulados por el SNC y múltiples genes de reloj, 

que regulan la función cardiovascular, metabólica, inmune e inflamatoria entre otras) (Thosar 

et al., 2018). El trastorno del ritmo circadiano causado por el trabajo por turnos, los desfases 

horarios, los cambios en los patrones de actividad entre semana y fin de semana, o 

alteraciones en los ritmos circadianos del sueño y la vigilia, puede aumentar el riesgo de 

enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares (Chellappa et al., 2019). 
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Varios estudios han investigado el efecto de la variación circadiana sobre la gravedad de 

los ictus agudos (Simonsen et al., 2016; Esposito et al., 2020). En un estudio multicéntrico en 

que participaron más de 17 000 pacientes con ictus o AIT, en comparación con el ictus diurno, 

el nocturno se asocia más con un deterioro neurológico temprano (dentro de 72 horas) (Ryu 

et al., 2022). Otros estudios afirmaron que los pacientes cuyo ictus comenzó alrededor de la 

medianoche tenían volúmenes centrales isquémicos mayores al momento del ingreso, y el 

crecimiento central era más pronunciado (Reidler et al., 2023). El deterioro neurológico 

temprano, dentro de las primeras 72 horas después del inicio del ictus, resulta más notable 

cuando el ictus ocurre por la noche comparando con un episodio diurno, lo que sugiere un 

mayor potencial del ritmo circadiano para mejorar el resultado funcional. 

También existen diferencias en los ritmos circadianos respecto a los tratamientos 

relacionados con el ictus. La administración nocturna de antihipertensivos, en comparación 

con la administración durante el día, mejora los perfiles generales de la presión arterial 

durante 24 horas (Bowles et al., 2018). De igual modo, la administración nocturna de aspirina 

en dosis bajas, en comparación con la administración al despertar, reduce de manera más 

significativa la reactividad plaquetaria matutina, la cual está influida por el sistema circadiano 

y se lleva a cabo a través de las vías dependientes de la ciclooxigenasa 1(COX-1) (Bonten et al., 

2015). Además, las terapias fueron más efectivas cuando el inicio del ataque cerebrovascular 

y la administración de la terapia se llevaron a cabo durante la fase diurna inactiva. Este efecto 

podría explicarse por la excitotoxicidad diferencial, la capacidad amortiguadora de las ROS y la 

dinámica del flujo sanguíneo en la penumbra, lo que conduce a un crecimiento diferencial del 

infarto y a un mayor volumen de penumbra a proteger (Esposito et al., 2020). La evidencia 

preliminar también sugiere que los tratamientos para el ictus agudo, como la trombólisis 

sistémica y la trombectomía endovascular, tienen diferentes eficacias en distintos momentos 

del día; los resultados parecen ser mejores cuando estas terapias se administran por la mañana 

(Lorenzano et a., 2014; Hajdu et al., 2021). En resumen, las estrategias para manipular el reloj 

circadiano pueden afectar el tratamiento y el pronóstico después del ictus, lo cual tengan un 

efecto potencial en el tratamiento traslacional (Tiedt et al., 2022). 
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5.1. BIOLOGÍA CIRCADIANA Y RESPUESTAS INMUNES 

El sistema inmunitario está regulado por la biología circadiana a varios niveles (Lo et al., 

2021). Las células mieloides, como los neutrófilos, monocitos y macrófagos, se sabe que 

oscilan en número tanto en ratones como en humanos (Cayrol et al., 2008; Timmons et al., 

2020). La expresión de genes de reloj en estas células sigue patrones circadianos. Algunos 

estudios muestran que la ablación mieloide específica del gen circadiano Bmal1 conduce a un 

fenotipo proinflamatorio general en ratones tras un ictus (Curtis et al., 2015; Sutton et al., 

2017). Los ratones con deficiencia Bmal1 en células que expresan CD11b, incluida la microglía, 

mostraron un aumento menos potente de la expresión de IL6 tras la oclusión de la arteria 

cerebral media en comparación con los ratones control, con una atenuación del daño neuronal 

(Connolly et al., 1997). Del mismo modo, los ritmos circadianos también regulan la polarización 

de los macrófagos (Timmons et al., 2020). Cabe subrayar que tanto los monocitos como los 

macrófagos poseen un potente reloj molecular y participan en varios procesos inflamatorios 

de forma dependiente del gen circadiano Bmal1, como son la fagocitosis y la migración (Carter 

et al., 2016; Kitchen et al., 2020). 

Las células microgliales son las primeras células inmunitarias en responder en el SNC. Las 

funciones esenciales de la microglía están bajo el control de un reloj molecular interno en 

condiciones fisiológicas e inflamatorias (Fonken et al., 2015; Nakazato et al., 2017a), un efecto 

en el que REV-ERB-α, un receptor nuclear y componente del reloj circadiano, puede estar 

implicado. La oscilación horaria en la inmunorreactividad microglial en el hipocampo, que se 

ve interrumpida en los ratones Rev-erbα-/-, conduce a una activación microglial espontánea 

en el hipocampo y a una mayor expresión de transcripciones proinflamatorias, así como a una 

astrogliosis secundaria (Griffin et al., 2019). Aunque su papel específico en el contexto del ictus 

es menos conocido, la alteración del gen de reloj en la microglía, a través de la inducción de la 

neuroinflamación crónica, está implicada en la aparición de la enfermedad de Alzheimer (Ni 

et al., 2019). 

La biología circadiana influye en la excitotoxicidad y el estrés oxidativo o nitrosativo en 

las neuronas. En los modelos de trauma cerebral en roedores, los niveles extracelulares de 

glutamato y el receptor NMDA dependen de la hora del día (Estrada-Rojo et al., 2018). Además, 
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la lesión neuronal regulada por p53 y Akt (proteína quinasa B) después de una isquemia 

cerebral focal varía según el tiempo de Zeitgeber (Beker et al., 2018). Los genes Bmal1 y Per2 

también aumentan el daño oxidativo y pueden contribuir a la regulación de la apoptosis y la 

autofagia. El ritmo circadiano puede regular el compartimento vascular. En la penumbra, el 

flujo sanguíneo puede diferir durante un ictus en la fase activa en comparación con la fase 

inactiva. En los ratones knockout para Bmal1, la cobertura de pericitos de los microvasos 

cerebrales disminuye, lo que resulta en mayor permeabilidad de la barrera que afecta a la 

función de la BHE (Nakazato et al., 2017b). 

Los niveles de trombogénesis y trombólisis endógena (Montagnana et al., 2009) varían 

según la hora del día en que se inicia el ictus. El PAI-1, que está bajo control del circadiano 

endógeno, alcanza su punto máximo temprano en la mañana y está regulado por los genes del 

reloj PER2, BMAL1 y BMAL2 (Oishi et al., 2009). Además, los pacientes con vasos recanalizados 

después de la trombólisis tenían niveles más bajos de PAI-1 al ingreso que los de los pacientes 

en quienes el tPA no indujo la recanalización (Ribo et al., 2004). Con todo, aún está por explorar 

si el ritmo circadiano de PAI-1 es responsable de la dependencia diurna de la eficacia del tPA. 

Además, los neutrófilos circulantes muestran oscilaciones circadianas en número y en 

fenotipo, y el reclutamiento de neutrófilos también varía, lo que puede influir en el resultado 

de la enfermedad en escenarios inflamatorios. En respuesta al daño cerebral isquémico, los 

neutrófilos son rápidamente reclutados al tejido lesionado por la activación de las plaquetas y 

por las citocinas proinflamatorias derivadas de las células necróticas y de los patrones 

moleculares asociados al daño, como HMGB1, a través de la familia de TLRs (Sreeramkumar et 

al., 2014; García-Culebras et al., 2019). Durante esta fase aguda, los neutrófilos son 

responsables de la lesión cerebral asociada al ictus, del edema, de la alteración de la BBB y la 

transformación hemorrágica, así como del empeoramiento neurológico mediante la liberación 

de elastasa, la producción de ERO y el fenómeno de obstrucción de los microvasos por un 

fenómeno de no-reflujo (Kumar et al., 2013; Zhang et al., 2019). Un estudio demostró que 

después de la MCAO, la lesión cerebral solo se exacerbaba en los ratones enriquecidos con los 

neutrófilos frescos, lo que sugiere que la migración preferencial de este subtipo durante la 

inflamación contribuye a la lesión tisular (Adrover et al., 2019). Sin embargo, distintos 

fenotipos de los neutrófilos también podrían contribuir de manera diferencial al fenómeno de 
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no reflujo y/o la microtrombosis, mecanismos que aún están por estudiarse. Todos estos 

hallazgos pueden tener relevancia traslacional ya que las oscilaciones circadianas también se 

encuentran en los neutrófilos humanos (Ella et al., 2016; Adrover et al., 2020). 

Aparte de los efectos a nivel molecular y celular, la biología circadiana también podría 

interactuar con los mecanismos del ictus que involucran el sueño, las hormonas, el 

metabolismo, la temperatura y la regulación vascular, así como la administración de fármacos. 

Una consecuencia relevante de la alteración del sueño y del ritmo circadiano constituye la 

activación sostenida del eje del estrés y la liberación anormal del cortisol. El cortisol elevado 

durante períodos prolongados altera el metabolismo, aumenta la grasa visceral, eleva el riesgo 

de la diabetes tipo 2, así como incrementa la presión arterial y la disfunción vascular (Vyas et 

al., 2012). La alteración del sueño y del ritmo circadiano suele estar presente tras un ictus, y la 

apatía posterior al episodio aumenta en aquellos con una fragmentación del sueño y una 

menor eficiencia del sueño.  

En conjunto, estos datos sugieren que el ritmo circadiano y el reloj molecular de las 

células inmunitarias es un factor importante en el desarrollo del infarto tras un ictus. La 

investigación futura debería preguntarse cómo optimizar los tratamientos de los ictus dirigidos 

a la inflamación en función de la hora de inicio (Figura 6). 
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Figura 6. Los ritmos circadianos afectan múltiples vías moleculares, celulares y fisiológicas 

 

5.2. REGULACIÓN CIRCADIANA Y NETOSIS 

Durante la NETosis, las ROS desempeñan un papel fundamental en la señalización, 

conectando las vías regulatorias ascendentes con el proceso NETosis. Las ROS pueden 

generarse mediante dos fuentes principales: la NADPH oxidasa y la respiración mitocondrial. 

Esta primera requiere la GTPasa Rac y la fosforilación de p47phox por la proteína quinasa C 

(PKC) y la vía de Raf-MAPK/ERK quinasa (MEK) – quinasa regulada por señales extracelulares 

(ERK). La segunda fuente también contribuye a la producción de ROS. La generación de ROS 

en los neutrófilos está estrechamente relacionada con su metabolismo, que puede variar entre 

los distintos subconjuntos de neutrófilos. 
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La dinámica del citoesqueleto de actina, regulada por el glutatión de cisteína mediada 

por ROS de actina y tubulina, es esencial para la formación de NETs. Las ROS también 

orquestan la degradación del citoesqueleto de actina mediante la activación de la proteasa NE 

(elastasa de neutrófilos). La NE, a su vez, se traslada al núcleo y escinde las histonas para 

promover la descondensación de la cromatina. Otro factor, PAD4, citrulina las histonas, 

reduciendo su carga positiva y favoreciendo la descondensación de la cromatina. La activación 

del ciclo celular, la señalización de reparación del ADN y la ruptura de la envoltura nuclear 

constituyen pasos cruciales en la NETosis. El desmontaje del citoesqueleto y la 

descondensación de la cromatina reducen la estabilidad de la membrana plasmática. La 

muerte celular y la permeabilización de la membrana en la NETosis se aceleran por el 

inflammasoma y por el ensamblaje de los poros de gasdermina D (GSDMD) en la membrana 

plasmática. La activación de GSDMD está estrechamente vinculada con la liberación de NE de 

los gránulos. 

Los mecanismos moleculares de NETosis anteriormente mencionados pueden verse 

afectados por el ritmo circadiano. En un estudio se reveló que la función microcirculatoria 

coronaria y la función diastólica cardíaca se redujeron significativamente, junto con la función 

diastólica dependiente del endotelio de los microvasos notablemente deteriorada en el grupo 

de los ratones con trastornos del ritmo en comparación con el grupo de control (Wang et al., 

2023). En particular, la alteración del ritmo condujo a un aumento de los niveles de NETs en 

dichos ratones, que causan la disfunción endotelial al inhibir la actividad de las células 

endoteliales microvasculares y la capacidad de migración, además de inducir la apoptosis. 

Otro estudio ha abordado cómo los neutrófilos, encargados de eliminar patógenos, 

deben equilibrar una defensa antimicrobiana eficiente con la preservación de la salud vascular 

(Adrover et al., 2019). En él se identificó un programa intrínseco de los neutrófilos que se logra 

gracias al gen Bmal1, el cual regula la expresión de la quimioquina CXCL2. Esta regulación 

induce a cambios diurnos en los neutrófilos circulantes, que se denomina “envejecimiento de 

neutrófilos”, a través del receptor de quimioquinas CXCR2. Estas modificaciones diurnas son 

antagonizadas por CXCR4 y regulan la actividad de los neutrófilos para salir de los vasos 

sanguíneos durante la noche, mejorando así su capacidad antimicrobiana en los tejidos. Sin 

embargo, se reveló en ese estudio que el envejecimiento prolongado de los neutrófilos 
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intravasculares puede llevar a problemas de inflamación y coagulación. También se explicó 

cómo un reloj interno, impulsado por el gen Bmal1, coordina a los neutrófilos para equilibrar 

la defensa inmunitaria y la protección vascular, con implicaciones en la resistencia a 

infecciones y posibles efectos secundarios (Hidalgo et al., 2022). 

Durante la granulopoyesis, los neutrófilos sintetizan los gránulos que almacenan péptidos 

antimicrobianos, moléculas de adhesión y enzimas proteolíticas (Shichita et al., 2012). La 

formación de NETs depende del contenido de los gránulos de los neutrófilos. Recientemente 

se ha demostrado que la desgranulación ocurre no solo durante la activación aguda, como se 

observa durante las infecciones y la exposición a patrones moleculares asociados a patógenos, 

sino que también puede tener lugar en la circulación en condiciones de estado estacionario. 

Las señales autocrinas transmitidas a través de CXCR2 pueden provocar esta desgranulación 

progresiva, de modo que los neutrófilos, que se movilizan en la sangre durante la noche en los 

ratones, muestran reducciones marcadas en su contenido en los gránulos primarios durante 

el día. La degranulación temporal, regulada por el ritmo circadiano, predice la formación de 

NETs de manera crítica en función de la hora del día. De hecho, el análisis de los neutrófilos 

aislados en diferentes momentos evidenció diferencias sustanciales en la formación de NETs 

ex vivo, tanto en los ratones como en los seres humanos, y esta distinción podría recapitularse 

en los tejidos vivos sometidos a una lesión por isquemia-reperfusión o una lesión pulmonar 

aguda. Además, se demostró que el control genético de la formación de NETs no solo está 

vinculado con el ritmo circadiano, sino también con la deleción específica del gen clock Bmal1, 

que albergan neutrófilos de tipo nocturno, o el gen CXCR4, que alberga neutrófilos de tipo 

diurno. En particular, la eliminación de estas moléculas sensibles al tiempo exclusivamente en 

los neutrófilos hizo que la formación de NETs y la gravedad de la enfermedad pulmonar fueran 

independientes del momento del día en ratones (Adrover et al., 2020). 

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, en esta tesis doctoral nos centramos en el 

efecto del tratamiento con DNAsa-I en un modelo de ictus. Además, estudiamos los procesos 

de NETosis, el papel de los receptores TLR4 en el pronóstico de ictus y la influencia del 

tratamiento con DNAsa-I en los procesos de transformación hemorrágica inducida por la 

administración tardía de tPA. Por último, exploramos el efecto de los ritmos circadianos en el 

efecto del tratamiento con DNAsa-I y en los procesos de NETosis. 





HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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1. JUSTIFICACIÓN

A medida que la población envejece, aumenta el número de pacientes con enfermedades 

cerebrovasculares y cada vez son más las personas mayores que toman aspirina como medida 

preventiva contra las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. A pesar de las 

considerables inversiones realizadas en la búsqueda de fármacos cerebroprotectores, la 

traslación de las terapias efectivas desde el entorno experimental a la clínica ha resultado en 

fracaso. Los métodos de tratamiento actuales de reperfusión (trombolisis y trombectomía) 

presentan numerosas limitaciones (fenómenos de no-reperfusión, estrecha ventana 

terapéutica, etc…), y además se asocian con complicaciones tan graves como la transformación 

hemorrágica (TH). Esto reduce significativamente la eficacia del tratamiento, mermando la 

calidad de vida del paciente. 

Últimamente se ha descrito que los NETs desempeñan un papel crucial en el proceso 

patológico tras un ictus, a través de varios mecanismos, como la promoción de la coagulación 

y su interacción con las plaquetas, induciendo inmunotrombosis entre otros. Previamente, 

nuestro laboratorio ha demostrado que los NETs desempeñan un papel clave en el ictus en un 

modelo de trombosis rico en plaquetas (Peña-Martínez et al., 2019). Además, el tPA induce la 

degranulación de los neutrófilos, formando NETs y provocando TH y resistencia trombolítica 

(Guo et al., 2018; Wang et al., 2021). 

En este contexto, nuestro laboratorio ya ha obtenido resultados previos en relación con 

el efecto protector de la DNAsa-I y su relación con los NETs y el receptor TLR4. Los 

experimentos usando ratones TLR4KO, PAD4KO y DNAsaKO contribuirá a una comprensión 

más profunda del mecanismo inmunológico en los diferentes procesos tras un ictus. 

Por otra parte, tanto los datos experimentales como los clínicos sugieren que los ritmos 

circadianos regulan la función inmune a través de genes reloj, lo cual afecta tanto al pronóstico 

como al efecto de los diferentes tratamientos para el ictus. Los experimentos de ritmos 

circadianos explorarán en mayor profundidad el impacto de estos en el pronóstico y 

tratamiento del ictus. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Los antecedentes expuestos sugieren que los NETs y los cambios en el ritmo circadiano 

desempeñan un papel fundamental en el daño y en el pronóstico tras un ictus. Teniendo en 

cuenta estos antecedentes, nuestra hipótesis es la siguiente: “la administración de DNAsa-I, 

como fármaco que facilita la eliminación de los NETs, tendrá un papel protector en el daño 

isquémico y mejorará la respuesta al tPA”. 

 

Con el fin de responder a la hipótesis planteada en la presente tesis doctoral, hemos 

diseñado dos grandes objetivos de experimentos:  

 

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs 

Y DEL RECEPTOR TLR4 PLAQUETARIO.  

En este objetivo estudiaremos el efecto del tratamiento con DNAsa-I, los mecanismos 

implicados, los efectos de la co-administración con tPA y la influencia de un pre-tratamiento 

con fármacos antiagregantes como la aspirina. Hemos fijado los siguientes subobjetivos: 

 

1.1. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el volumen de infarto.  

1.2. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico. 

1.3. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de la reperfusión. 

1.4. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la presencia de NETs del área infartada. 

1.5. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en los niveles plasmáticos de elastasa. 

1.6. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la infiltración y polarización del neutrófilo. 

1.7. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de transformación hemorrágica. 
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2. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS

ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs.

En este segundo objetivo estudiaremos la influencia de los ritmos circadianos en la 

administración de la DNAsa-I y exploraremos la implicación de los NETs mediante el uso de 

animales genéticamente manipulados de pérdida (PAD4KO) o ganancia (DNAsaKO) de NETosis. 

Hemos fijados los siguientes subobjetivos: 

2.1. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

del volumen de infarto. 

2.2. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

del déficit neurológico. 

2.3. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

de la incidencia de reperfusión. 

2.4. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

de la presenica de NETs en el área infartado. 

2.5. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

de los niveles plasmáticos de elastasa. 

2.6. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

de la NETosis exvivo. 

2.7. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio 

de la infiltración y polarización del neutrófilo. 

. 





MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. DISEÑO EXPERIMENTAL Y PROTOCOLO

Con el fin de llevar a cabo los objetivos de la presente tesis doctoral se realizaron dos

grandes bloques de experimentos: 

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs

Y DEL RECEPTOR TLR4 PLAQUETARIO. Se llevaron a cabo los siguientes subobjetivos:

1.8. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el volumen de infarto.  

1.9. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico. 

1.10. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de la reperfusión. 

1.11. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la presencia de NETs del área infartada. 

1.12. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en los niveles plasmáticos de elastasa. 

1.13. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la infiltración y polarización del neutrófilo. 

1.14. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de transformación hemorrágica. 

2. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS

ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs.

2.8. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio del 

volumen de infarto. 

2.9. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio del 

déficit neurológico. 

2.10. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio de la 

incidencia de reperfusión. 

2.11. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio de la 

presencia de NETs del área infartado. 

2.12. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio de los 

niveles plasmáticos de elastasa. 

2.13. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio de la 

NETosis exvivo. 

2.14. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con DNAsa-I. Estudio de la 

infiltración y polarización del neutrófilo. 
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1.1. DISEÑO EXPERIMENTAL BLOQUE I 

Para estudiar el efecto del tratamiento con DNAsa-I en el ictus isquémico y la función de 

los NETs y del receptor TLR4 plaquetario se escogió como base el modelo tromboembólico in 

situ (Orset et al., 2007). A fin de realizar la agrupación, se consideraron dos factores: i) el 

genotipo del ratón (animales WT y TLR4KO plaquetario); y ii) el tratamiento que se les 

administra: salino -vehículo-, tPA, DNAsa-I, DNAsa-I+tPA. Además, añadimos un grupo extra de 

animales pretratados con aspirina. En consecuencia, hacen un total de 16 grupos (Figura 7).  

 

Figura 7. Protocolo experimental seguido para el estudio del efecto del tratamiento con DNAsa-I en el ictus 
isquémico. Función de los NETs y del receptor TLR4 plaquetario. (Bloque I de experimentos) 
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Además, se establecieron los siguientes criterios de exclusión (casos que fueron 

descartados para las determinaciones posteriores): 

- Animales con “reperfusión espontánea”: se producía cuando no existía una isquemia 

estable, o bien se producía la recanalización de cualquiera rama arterial lo que suponía infartos 

muy variables. 

- Animales con “daño estriatal”: podía ser producido por una inyección demasiado rápida 

que hace que la trombina fluya hacia otras arterias proximales (las arterias más basales como 

lenticuloestriatales), provocando de esta manera una obstrucción excesiva. 

 

1.1.1.  Grupo experimental adicional: efecto antiplaquetario de aspirina 

Se dividieron los ratones WT en dos grupos según si recibían el tratamiento preventivo 

con aspirina. Cada grupo dispone de 6 ratones. En el grupo tratado con aspirina, tras 3 días 

consecutivos de administración, se evaluó el tiempo de sangrado por la cola a las 2 horas 

después de la última dosis de aspirina (Figura 8). Además, se sacrificaron para sacar su sangre. 

Se recogieron la sangre total y el plasma para el análisis de agregación plaquetario (Figura 9).  

 

Figura 8. Protocolo experimental seguido para estudiar el efecto antiplaquetario de aspirina 

Figura 9. Protocolo experimental seguido para estudiar el efecto antiplaquetario de aspirina 
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1.2. DISEÑO EXPERIMENTAL BLOQUE II 

Para estudiar el efecto de los ritmos circadianos en el tratamiento con DNAsa-I en el ictus 

isquémico y la función de los NETs, se utilizaron ratones WT, ratones con deficiencia de PAD4 

y ratones con deficiencia de DNAsa. Estos grupos de distintos genotipos, además, se dividieron 

en cuatro subgrupos en función del ritmo circadiano estudiado y si recibían el tratamiento con 

DNAsa-I, formando así en total 12 grupos (Figura 10). Los criterios de exclusión fueron los 

mismos que los de Bloque I. 

 

 

 
Figura 10. Protocolo experimental seguido para el estudio del efecto de los ritmos circadianos en el tratamiento 
con DNAsa-I en el ictus isquémico. Función de los NETs (Bloque II de experimentos) 
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según la combinación de dos criterios: 1) el horario (diurno/nocturno) y 2) si se ha sometido a 

una oclusión de la arteria cerebral media (MCAO). La MCAO se realizó en cada fase comentada. 

Después de 12 horas de la MCAO, se sacrificaron los ratones y se obtuvo la sangre para realizar 

los cultivos de neutrófilos exvivo. Se estimularon con agentes inductores de NETosis. Luego, se 

midió el contenido de NETs usando inmunofluorescencia (Figura 11). 

 

Figura 11. Protocolo experimental seguido para el estudio de NETosis exvivo 

 

2. TÉCNICAS IN VIVO 

2.1. ANIMALES 

Todos los procedimientos experimentales con animales se rigieron por las directrices del 

Comité de Experimentación animal de la Universidad Complutense de Madrid (directivas de la 

UE 86/609/CEE y 2003/65/CE, y española RD53/2013) y con el PROEX nº 016/18 aprobado por 

la Comunidad de Madrid. Los animales tuvieron acceso a bebida y comida ad libitum durante 

todo el procedimiento y se mantuvieron bajo las condiciones estándares de humedad y 

temperatura siguiendo un ciclo invertido de luz/oscuridad de 12 horas. 

Se utilizaron ratones machos C57BL/6 wild-type (Envigo, España) de entre 8-12 semanas 

de edad y con un peso comprendido entre 20-25g. Los ratones TLR4loxP/loxP fueron 

amablemente cedidos por los profesores Timothy R. Billiar y Matthew D. Neal, de la 

Universidad de Pittsburgh (EE.UU.) (Neal et al., 2012). Por otro lado, se consiguieron ratones 

transgénicos que expresan Cre recombinasa bajo el promotor del factor plaquetario 4 (Pf4-cre) 
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de los laboratorios Jackson Labs (Bar Harbor, ME, E.E. U.U.). Los ratones TLR4loxP/loxP se 

cruzaron con los ratones Pf4-cre, generando así la supresión específica de TLR4 y creando dos 

grupos celulares específicos con sus correspondientes controles: 

 

1) Control de tipo salvaje (WT): TLR4loxP/loxP (En los experimentos preliminares, 

demostramos que no había diferencias estadísticas en el volumen del infarto cerebral 

entre ratones WT, TLR4loxP/loxP y TLR4pf4-cre. po lo tanto utilizamos ratones WT comprados 

en envigo en experimentos posteriores.) 

2) Supresión específica de TLR4 de plaquetas: TLR4loxP/Pf4-cre 

3) Supresión total de PAD4: PAD4-/- (los cuales fueron cedidos por la Profesora Moro del 

CNIC). 

4) Supresión total de DNAsa: DNasa-/- (son ratones de DNasa1/DNasa1l3 doble KO, los 

cuales fueron cedidos por la Profesora Moro del CNIC). 

5) Control de tipo salvaje (WT) con tdTomato catch-up: C57BL/6-Ly6g/Cre-tdTomato (los cuales 

fueron cedidos por la Profesora Moro del CNIC). 

 

El genotipo de los ratones de 4 semanas se analizó mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) empleando el ADN genómico obtenido de la biopsia de la cola o de la oreja. 

La extracción del ADN genómico se realizó digiriendo un pequeño fragmento de la cola en el 

tampón de lisis (100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA, 0,5% de SDS y 10 mM Tris pH8) con la 

proteinasa K (0,1 mg/ml) (Sigma Aldrich, EE.UU.) durante 16h a 55°C, seguido de una 

extracción con fenol/cloroformo/isoamilo (Invitrogen, EE.UU.) y una precipitación con etanol 

y acetato de sodio. Finalmente, el ADN se dejó secar y se resuspendió en 100 μl de tampón TE 

(10 mM de EDTA y 10mM Tris pH 8), de los cuales se utilizaron 2 μl (~100 ng de ADN genómico) 

como molde para la PCR (Tabla I). 
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Tabla I. Secuencias de los cebadores utilizados para el genotipado de las diferentes colonias de ratones 

 

2.2. MODELO TROMBOEMBÓLICO IN SITU 

El modelo tromboembólico in situ (Orset et al., 2007), consiste en la inyección de 

trombina en la arteria cerebral media (ACM) que promueve la formación de un trombo rico en 

fibrina con la consecuente oclusión de la ACM. La inyección de trombina se realizó con las 

micropipetas elaboradas con la ayuda de un puller vertical (Pp-83 o PC-10, Narishige, Japón) a 

partir de los capilares graduados (15mm/μl) (Ref. 555/5, Assistent Germany, Alemania). La 

punta se moldea en una forma triangular utilizando el papel de lija de grano 10.000, fijado en 

el electrorrotor. Dicha forma es lo suficientemente afilada para prevenir el sangrado de la 

herida de inyección al retirar la micropipeta, evitando así el sangrado provocado por la cirugía. 

Para cargar la micropipeta con trombina (α-trombina de ratón, Innovative Research, EE.UU.), 

la micropipeta se acopló a un sistema neumático que constaba de una jeringa conectada a un 

tubo de silicona. Luego, se descendió la punta hasta alcanzar la trombina y se aplicó la presión 

negativa para cargarla. La micropipeta cargada se mantuvo a -80°C hasta su utilización. 

A fin de simplificar y acelerar el manejo de la fijación de la cabeza del ratón, hemos 

diseñado una plataforma quirúrgica específica para los modelos del ictus en ratones. La 

Secuancia de Cebadores 5' → 3'Genes

AGG GAG ATG TGT GTG AAG AAG CCT
TGA CTT TCT CAG TTT GGT CCT GGG

Forward
ReverseTLR4-loxP

CCA AGT CCT ACTGTT TCT CAC TC
TGC ACA GTC AGC AGG TT

Forward
ReversePf4-cre

AGC TTT GTA AGG GGC ATC CT
TCA AAG TAC CTG ATG TGT TGA CTG

Forward
ReversePad4

CAC AGA GCA CGA GAC AAG TCA C
AAC AAG CAC CAA GAG CCT CAC

Forward
Reverse

DNase 1 L3 

CTG GAC AGC GAC CCT GAG AG
GCA GTG TTC CCAT TAG CCC TG

Forward
ReverseDNase 1 LAC

AAG GGA GCT GCA GTG GAG TA
CCG AAA ATC TGT GGG AAG TC
GGC ATT AAA GCA GCG TAT CC
CTG TTC CTG TAC GGC ATG G

WT Forward
WT Reverse
Mutant Reverse
Mutant Forward

R26Tomato
(oIMR9020
oIMR9021
oIMR9103
oIMR9105)

CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT
GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C

Forward
Reverse

Control
interno
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plataforma tiene instalado un micromanipulador mecánico de tres ejes (Narishige MM-33N) 

para facilitar la ubicación de la bifurcación de la ACM con la micropipeta (Figura 12). 

Para localizar la ACM, se realizó una incisión en la piel entre el ojo y la oreja, desde la 

sutura sagital hasta el arco zigomático, que permitió exponer el músculo temporal. Luego, se 

procedió a una incisión longitudinal en la inserción de este músculo a lo largo de la sutura 

temporo-parietal y se retrajo el músculo para exponer el hueso temporal. Utilizando una lupa 

binocular (PZMIV, World Precision Instruments, USA), se identificó la ACM por transparencia, 

se abrió una perforación de 2-3 mm de diámetro en el lugar donde se visualizaba la bifurcación 

de las ramas rostral y caudal, y por último se retiraron las meninges. Después se colocó la 

sonda láser Doppler sobre la superficie de la rama arterial usando el borde del cráneo. 

Finalmente, se colocó la micropipeta cargada en el micromanipulador, que se bajó 

lentamente y de forma paralela al tronco común de la ACM mientras se introducía su punta en 

el lumen del vaso. Aplicando la presión positiva del sistema, se inyectó 1 μl de trombina en 

sentido contrario al flujo sanguíneo. Para permitir la estabilización del coágulo, se retiró la 

pipeta a los 20 minutos de la oclusión. Se consideró que la oclusión era estable cuando se 

producía una caída brusca y sostenida del flujo sanguíneo cerebral, según se medía en el 

registro de la sonda Doppler (<30%), acompañada de un cambio de color en el vaso. La 

recuperación total o parcial del flujo (>30%) en cualquier rama de la arteria se consideró como 

la reperfusión espontánea (Figura 13). 

 

 
 
Figura 12. Plataforma quirúrgica específica para modelos de ictus en ratones. A. Diseño 3D de la plataforma por 
la aplicación Shapr3D. B. Producto final de la plataforma 

B.A.
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Figura 13. Oclusión y reperfusión de la arteria cerebral media (ACM). A. ACM: flujo sanguíneo normal. B. 
Penetración de la micropipeta. C. Oclusión de la ACM a los 20 mins. D. Oclusión de la ACM a las 4h. E. 
Recuperación parcial a las 4h por la infusión de tPA 

 

2.3. TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS IN VIVO 

2.3.1. Aspirina 

Se administraron 60 mg/kg utilizando una aguja de sonda gástrica a las 50 h, 26 h, 2h 

antes de la MCAO. La dosis preventiva la calculamos de acuerdo a trabajos previos (Lauer et 

al., 2011; Chan et al., 2019). 

2.3.2. tPA 

Se administraron 10 mg/kg de tPA (Actilyse, Boehringer Ingelheim, Alemania) mediante 

una bomba (PhD 2000, Harvard Apparatus, EE. UU.) en la vena caudal de la base de la cola (10% 

bolo, 90% infusión) a las 3h tras la MCAO (García-Yébenes et al., 2011). 

2.3.3. DNasa-I 

Se administraron 10 μg de DNasa-I (proteína recombinante humana DNasa-I) por vía 

intravenosa, seguida de una inyección de 50 μg/250 μl del mismo compuesto por vía 

intraperitoneal 15 minutos antes administrar tPA, y nuevamente a las 12 horas (De Meyer et 

al., 2012). 

 

2.4. CARACTERÍSTICAS DEL RITMO CIRCADIANO: 

ZT, que significa "Zeitgeber Time" en alemán, se utiliza para estandarizar las mediciones 

del tiempo en los estudios relacionados con los ritmos circadianos. ZT0 se define como el 

momento en que comienza la fase activa del ciclo, como el encendido de las luces. A partir de 
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ese punto, se numeran las horas del ciclo, de manera que ZT12 sería el punto medio del ciclo, 

correspondiendo a la transición entre la fase activa y la fase de reposo (apagado de las luces). 

ZT4-ZT7: Se ajustó el ciclo de iluminación de la habitación donde se encontraba el ratón: 

con luz de 8:00 a. m. (ZT0) a 20:00 p. m. (ZT12) y sin luz de 20:00 p. m. a 8:00 a. m. Se mantuvo 

esta programación durante tres semanas antes de iniciar la cirugía. La cirugía comenzó al 

mediodía, a las 12:00 p. m. (ZT4). 

ZT13-ZT16: con luz de 14:00 p. m. (ZT0) a 2:00 a. m. (ZT12) y sin luz de 2:00 a. m. a 14:00 

p. m. Se mantuvo esta programación durante tres semanas antes de iniciar la cirugía. La cirugía 

comenzó a las 6:00 a. m. (ZT16). O con luz de 20:00 p. m. (ZT0) a 8:00 a. m. (ZT12) y sin luz de 

8:00 a. m. a 20:00 p. m. La cirugía comenzó al mediodía, a las 12:00 p. m. (ZT16). 

Aunque los ratones estaban bajo anestesia durante la cirugía, tuvimos que ajustar los 

parámetros de iluminación para no afectar a los resultados experimentales. 

Para los ratones de ZT4 a ZT7, en una habitación con iluminación normal, utilizamos 

únicamente las luces blancas para el microscopio. 

Para los ratones de ZT13 a ZT16, todos los procedimientos quirúrgicos se llevaron a cabo 

en una habitación oscura y se utilizó la luz blanca del microscopio para colocar la micropipeta 

e inyectar la trombina, tardando aproximadamente 4 minutos. Para el resto de los 

procedimientos, empleamos luz roja para iluminación indirecta (620~625 nm, 100 lm). 

 

2.5. EVALUACIÓN DEL TIEMPO DE SANGRADO 

Los animales fueron anestesiados con isofluorano (2%) y se mantuvo su temperatura 

corporal en torno a los 37°C. Se hizo una incisión en la cola de 3 mm de longitud con un bisturí, 

y se introdujo la punta de corte en un tubo Eppendorf con el suero salino a una temperatura 

constante de 37°C. Se registró el tiempo (en segundos) de sangrado de cada animal, con un 

límite máximo de 5 minutos, momento que se consideró que la prueba había concluido. 

 

2.6. EVALUACIÓN DE LOS DÉFICITS NEUROLÓGICOS 

2.6.1. Escala de neuroseveridad modificada 

Para evaluar el déficit después de la MCAO, se llevó a cabo la escala de neuroseveridad 
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modificada (Tabla II) (Hernández-Jiménez et al., 2017) 24 horas después de la oclusión. El 

propósito de esta escala es cuantificar el grado de déficit mediante la evaluación del 

comportamiento neurológico en una escala en la que un mayor déficit se refleja en una 

puntuación más alta, con una puntuación máxima de 24 indicando la ausencia de déficit. Esta 

escala comprende la evaluación de la función motora, incluyendo la actividad espontánea, la 

simetría de las extremidades, el equilibrio, la escalada y coordinación, así como la función 

sensorial, abarcando las respuestas táctiles, visuales y propioceptivas, en la parte del cuerpo 

opuesta al hemisferio cerebral lesionado (parte contralateral al daño) (Garcia et al., 1995). 

 

 

Tabla II. Escala de Neuroseveridad modificada 

 

2.6.2. Prueba del cilindro  

La prueba del cilindro examina el uso de las extremidades anteriores durante la 

exploración vertical espontánea de un cilindro, y es sensible a las asimetrías en el uso de las 

extremidades. Esta prueba evalúa la preferencia en el uso de las extremidades anteriores 

durante la actividad exploratoria normal. Cuando se colocan en un cilindro, los ratones se 

levantan espontáneamente hasta ponerse de pie utilizando la pared del cilindro como apoyo, 

ProtocoloPuntuación

Motor

Colocar al ratón en una jaula amplia
No se levanta
No se aproxima a las esquinas de la jaula
Exploración normal

1
2
3

Actividad espontanea

Sujetar al ratón de la cola y observar la extensión de las
extremidades

Movimientos mínimos de un lado
Movimiento alterado al caminar 
Simetría normal

1
2
3

Motor

Colocar al ratón sobre una rejilla con la cabeza hacia 
abajo

Se agarra por segundos, pero acaba cayendo
Se agarra, pero no puede moverse
Se agarra y camina

1
2
3

Escalar

Colocar al ratón en una barra de 1,5 cm de diámetro.
Se sujeta, pero cae
Se sujeta, pero es incapaz de caminar
Se sujeta y camina

1
2
3

Equilibrio y coordinación

Sensorial

Presionar el cuello del ratón con un bastoncillo
No reacciona
Reacción lenta
Normal

1
2
3

Propiocepción

Tocar las vibrisas con un bastoncillo por detrás, evita 
que los ratones vean tus movimientos

No reacciona
Reacción lenta
Normal

1
2
3

Vibrisas

Tocar el área palmar de las patas traseras con una aguja
No reacciona
Reacción lenta
Normal

1
2
3

Respuesta táctil patas delanteras

Tocar el área palmar de las patas traseras con una aguja
No reacciona
Reacción lenta
Normal

1
2
3

Respuesta táctil patas traseras
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utilizando una o ambas patas delanteras. El ratón puede elegir qué extremidad anterior usar 

para soportar peso, lo que se considera indicativo de cuál extremidad anterior es más funcional. 

Los ratones se colocaron en un cilindro plástico transparente (180 mm altura, 60 mm 

diámetro) durante 3 minutos. La sesión de prueba se grabó en vídeo desde abajo. El uso de la 

pata delantera fue calificado por un experimentador que desconocía el grupo de tratamiento. 

Los animales no requirieron entrenamiento previo, pero se colocaron en el cilindro dos veces 

antes de la cirugía para adaptarse y para obtener las puntuaciones iniciales. Luego, fueron 

evaluados a las 24h después de la cirugía, puntuando la pata utilizada para soportar el peso 

(calificó el uso independiente de la pata delantera izquierda o derecha, o el uso simultáneo de 

ambas patas delanteras) (Soblosky et al., 2001; Schallert et al., 2000; Baskin et al., 2003).  

 

3. TÉCNICAS EXPERIMENTALES Y DETERMINACIONES 

3.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

A las 24 horas después de MCAO, se colocó al ratón en una caja plástica transparente, 

conectándolo con el equipo de anestesia inhalatoria a través de un tubo de silicona (oxígeno 

e isoflurano). Se expuso al animal al anestésico al 3% hasta confirmar la parada respiratoria y 

se aseguró su muerte mediante exanguinación (extracción de sangre intracardiaca). 

 

3.1.1. Obtención de muestras del plasma sanguíneo 

- Plasma 4h: Después de 4 horas del registro por el Doppler, se realizó una incisión de 

aproximadamente 5 mm cerca de la clavícula izquierda del cuello del ratón. Se localizó la vena 

yugular izquierda del ratón siguiendo la estructura anatómica y se recogió 150 µl de sangre 

venosa utilizando una jeringa de 30G previamente empapada con citrato al 3,8%. 

- Plasma 24h: La obtención del plasma cardíaco se llevó a cabo a las 24 horas después de 

la isquemia mediante la punción cardíaca en el ventrículo derecho usando una jeringuilla de 

25G previamente tratada con citrato de sodio al 3,8%.  

La sangre obtenida se mezcló con citrato al 10% y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 

minutos. Se recolectó la fase superior, que carecía de células, y se almacenó a -80°C para su 

uso posterior. 
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3.1.2. Obtención de las muestras para verificar el efecto de aspirina 

Se sacrificaron los ratones a las 2 horas después de la última dosis de aspirina. Para el 

hemograma, se recogió la sangre en tubos de Microvetter 100EDTA. Y para la prueba de 

coagulación, la sangre se recolectó en tubos de citrato de 0,109M y se centrifugó durante 10 

minutos a 2500g en la temperatura ambiental. Estas muestras se utilizaron dentro de las 

siguientes 4 horas. 

 

3.1.3. Preparación del tejido para los estudios histológicos y de inmunofluorescencia 

Se sacrificaron los ratones, después de lo cual se reperfundieron con 30 ml de tampón 

fosfato 0,1 M pH 7,4 utilizando una jeringa de 50 ml durante 3 minutos. A continuación, se 

pasaron 30 ml de paraformaldehído (PFA) al 4% en PB 0,1 M pH 7,4 a la misma velocidad 

durante 3 minutos. Tras extraer el cerebro, este se mantuvo durante la noche a 4°C en PFA, 

seguido de 2 días en sacarosa al 30% en PB 0,1 M hasta que el cerebro se hundió en el fondo 

del recipiente; por último, se congeló en isopentano y se almacenó a -80°C hasta su uso. 

A fin de obtener las muestras para los estudios en el cerebro (TH, Inmunofluorescencia), 

se cortaron las secciones coronales de cerebro de 30 μm de grosor con la ayuda de un criostato 

(JUNG CM1800, Leica, EE. UU.). Se cortaron un cerebro en 10 series y luego se almacenó a -

80°C en un tubo de 2ml con anticongelante para su uso posterior. 

Una vez seleccionadas las secciones a estudiar, se lavaron 3 veces con PBS 1x y luego se 

incubaron con los diferentes anticuerpos primarios (Tabla III) durante toda la noche a 4°C. Al 

día siguiente, se lavaron las secciones 3 veces en 0,25% Triton-X-PBS y luego se incubaron con 

los correspondientes anticuerpos secundarios durante 2 horas a temperatura ambiente y en 

la oscuridad. Tras finalizar las incubaciones, se visualizaron las secciones en el microscopio 

confocal Zeiss LSM710. 

 



- 96 - 
 

 

Tabla III. Anticuerpos utilizados en los estudios histológicos y de inmunofluorescencia 

 

3.1.4. Preparación de los neutrófilos para estudios de NETs exvivo 

Se utilizó un tubo de EDTA para recolectar la sangre del corazón de los ratones naive y 

sometidos a MCAO. La sangre se disolvió en un tampón de lisis hasta que se desaparecieron 

los glóbulos rojos. Posteriormente, los neutrófilos marcados con tdTomato se separaron 

mediante el uso de FACS Aria (BD Biosciences). Las células seleccionadas se dispusieron en el 

centro de una placa de ibidi sin tocar las paredes y se incubaron durante 30 minutos a una 

concentración de CO2 del 5% y a 37°C. Luego, se añadió el PMA (forbol miristato acetato) o el 

vehículo y se incubaron durante 2 horas adicionales. Finalmente, las células se fijaron usando 

el 4% PFA y se almacenaron a 4°C para su posterior análisis mediante la inmunofluorescencia 

(Lefrançais et al., 2018). 

 

3.1.5. Preparación del plasma rico en plaquetas (PRP) para estudios de agregación 

plaquetaria 

Se extrajo la sangre cardiaca de los animales previamente anestesiados con una jeringuilla 

con 100 U de CLEXANE. Inmediatamente se añadió el citrato ácido dextrosa (ACD) 

correspondiente al 10% de volumen total de sangre y 300 ul de buffer de lavado de plaquetas 

Suero de bloqueoAnticuerpo terciarioAnticuerpo secuntarioAnticuerpo primarioEpítopo

Cabra
----------------

Vectarstain elite ABC kit
Ref: PK-6105

Goat anti mouse Biotinylated IgG
Ref: BA-9200
1:500

IgG

Burro

----------------

Donkey Anti-Rat IgG H&L (Alexa 
Fluor® 647) preadsorbed
Ref: ab150155
1:200

Anti-Neutrophil antibody [NIMP-R14] 
50ug; 
Ref: ab2557 
1:200

NIMP

Burro

----------------

Donkey anti rabbit Cy3 500 μG; 
Ref: AP182C
1:200

Anti-Neutrophil Elastase antibody
100ug 
Ref: ab68672 
1:500

Elastasa

Burro
----------------

Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa 
Fluor® 488) 
Ref: ab150073
1:200

anti-Histone H3 (citrulline R2 + R8 + 
R17) antibody
Ref: ab5103 
1:400

Histona

CabraEstreptavidina, conjugado 
Alexa Fluor™ 488 1mg; 
Ref: S11223
1:200

Goat Anti-Rabbit IgG Antibody 
(H+L), Biotinylated  
Ref: BA-1000-1.5
1:200

Anti-Ym1 Antibody, Polyclonal Rabbit
polyclonal IgG anti mouse, 300ul; 
Ref:60130
1:400

Ym1

CabraStreptavidin, Alexa Fluor™
405 conjugate
Ref: S32351
1:500

Donkey anti-Goat IgG (H+L) 
Secondary Antibody, Biotin
Ref:A16003
1:500

Human/Mouse Myeloperoxidase/MPO 
Antibody
Ref:AF3667
1:200

MPO
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(PWB), manteniendo la temperatura a 37°C durante todo el procedimiento de aislamiento de 

plaquetas mediante un baño de agua. La mezcla de sangre/ACD/PWB se centrifugó a 250g 

durante 2 minutos. Se recogió el PRP, y las capas remanentes se sometieron a un segundo 

lavado con 400 µl de PWB durante otros 2 minutos para generar un pool de PRP. Este pool se 

centrifugó a 2000g durante 1 minuto. Se retiró el sobrenadante, y el pellet de células se 

resuspendió en 1 mL de PWB. Se realizó el conteo de plaquetas utilizando la cámara de 

Neubauer. El PRP se centrifugó a 2000g durante 1 minuto, y el pellet de células se resuspendió 

a la concentración requerida en un buffer de Tyrodes junto con Ca2+ (1 mM) y apirasa (0,02 

U/mL). Las plaquetas se dejaron reposar durante 30 minutos a 37°C antes de utilizarlas para la 

agregación plaquetaria.   

La agregación plaquetaria se evaluó mediante la agregometría de transmisión de luz en 

una placa de 96 pocillos. Las plaquetas aisladas se ajustaron a una concentración de 3 x 108/mL 

y se estimularon posteriormente con diferentes concentraciones de trombina (0,01-1 U/mL). 

La placa se analizó empleando un lector de placas Infinite F-50 (TECAN) con un filtro de 

excitación de 405 nm durante 20 minutos (10 ciclos con 1 minuto de agitación entre cada ciclo). 

Se calculó el porcentaje de agregación plaquetaria siguiendo la siguiente fórmula:  

% agregación plaquetaria = (DO plaquetas sin estimular – DO plaquetas estimuladas) / (DO plaquetas 

sin estimular – DO Buffer tirodes) x 100  

 

3.2. DETERMINACIONES 

3.2.1. Cálculo del volumen de infarto 

- Tincion de TTC: Después de la extracción del cerebro, se realizaron 8 cortes coronales 

de 1 mm de grosor con la ayuda de una matriz (RBMS-200C, World Precision Instruments, 

EE.UU.). Estos cortes se tiñeron durante 5 minutos con TTC al 2-3% (Panreac, España) en PB 

0,2M pH 7,4. El TTC es una sal que se reduce a formazán por la cadena respiratoria 

mitocondrial y precipita, dando una coloración rojiza donde hay viabilidad celular y dejando la 

zona infartada de color blanco. Finalmente, se colocaron las secciones teñidas sobre una 

plantilla milimetrada y se fotografiaron con una cámara digital. 

- Resonancia magnética: para determinar el volumen de infarto se tomaron imágenes por 
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resonancia magnética (RMI) [Icon (1T-MRI); Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Germany] en 

todos los ratones a las 24h después de la cirugía. 

La cuantificación del volumen de infarto se llevó a cabo a través del software Image J, 

(Image J, EE. UU.). El volumen de infarto expresado en porcentaje de hemisferio infartado 

corregido (%HI corregido) se calculó para cada animal. Se calcularon las áreas de tejido 

infartado (Volinf), el hemisferio ipsilateral (VolIps) y el hemisferio contralateral (Volcon) para 

cada sección. Se calculó el %HI corregido mediante la siguiente fórmula (Hernández-Jiménez 

et al., 2013):  

%HI corregido =(Volinf*100/VolIps) * (Volcon/VolIps). 

 

3.2.2. Cálculo del área hemorrágica 

Para calcular el área de hemorragia se utilizó la tinción de las peroxidasas endógenas. Esta 

tinción tiñe los glóbulos rojos y, a continuación, se mide el área en la que se encuentran 

extravasados. Los glóbulos rojos tienen un alto contenido de peroxidasas. La oxidación del 

sustrato diaminobencidina (DAB) les da un color marrón a los eritrocitos, lo que permite su 

detección directa y visualización (Wakisaka et al., 2010). Para llevar a cabo dicha tinción se 

utilizaron 18 secciones coronales de 30 μm de grosor, separadas cada una por 360 μm y desde 

bregma 2,8 mm a bregma -3,7 mm. Las secciones fueron previamente hidratadas con PBS y 

luego incubadas con la tinción DAB durante 15 minutos (Peroxidase substrate kit, Vector 

Laboratories, EE. UU.). La cuantificación se realizó mediante la estereología. La estimación del 

volumen ocupado por los eritrocitos extravasados se llevó a cabo con un microscopio (Nikon 

Eclipse 90i Nikon Corporation, Japón) con un objetivo de 10x. El área de hemorragia se estimó 

mediante el principio de Cavalieri, que se basa en el recuento de los puntos asociados a un 

área en las hemorragias. 

Volumen = a(p)·d· ΣP 

Siendo, a(p) el área asociada al punto, d la distancia entre dos secciones consecutivas y ΣP en 

sumatorio de los puntos. 
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3.2.3. Cuantificación de las células infiltradas por estereología 

Para la cuantificación del número de células NIMP R14+ o de células Ym1+ infiltradas en 

el tejido isquémico, se aplicó el método del fraccionador óptico, que permite estimar el 

número total de células presentes en una estructura determinada (Gundersen et al., 1988). 

Para ello, se obtuvieron los cortes seriados de 30 μm de grosor, tomando uno de cada 12 

secciones consecutivas, con un espacio de 360 μm entre ellas. Se utilizó un microscopio de 

fluorescencia (LSM710; Zeiss, Alemania) y el software Zen 2010 (Zeiss, Alemania). Como 

criterios de medición, se seleccionaron 5 secciones equidistantes por cada cerebro y fueron 

sumadas y expresadas como la cantidad estimada. 

 

3.2.4. ELISAs 

Para la determinación de las concentraciones sanguíneas de la elastasa, se desarrollaron 

los ensayos de ELISA. Todos ellos se realizaron siguiendo las instrucciones de la casa comercial 

y siempre analizando las muestras por duplicado. El kit comercial usado fue Mouse Neutrophil 

Elastase ELISA Kit (Ref: ab252356Abcam. EE. UU.). 

 

3.2.5. Cuantificación de NETs exvivo por estereología 

Se empleó un microscopio de fluorescencia (LSM710; Zeiss, Alemania) y el software Zen 

2010 (Zeiss, Alemania) para localizar los NETs. Alineamos la ventana del microscopio en el 

centro de cada pocillo y, posteriormente, utilizamos las funciones de z-stack y tiles debajo del 

objetivo de 10x para adquirir las imágenes de las tres áreas del escaneo. Luego, empleamos el 

software ImageJ (Image J, EE. UU.) para llevar a cabo el análisis y determinar el número de 

neutrófilos y el número de NETs. Los resultados se expresan como el porcentaje de NETs en 

relación con el número total de neutrófilos.   

 

3.2.6. Estadística 

Todos los datos fueron analizados usando el programa PRISM 9.0 (GraphPad Software Inc., 

EE. UU.). Además, todos los resultados se expresaron como la media ± el error estándar de la 

media (SEM). Se consideró significativo un valor de p < 0,05. Se realizaron las pruebas 

paramétricas y no paramétricas, dependiendo de si la muestra se ajustaba a la distribución 
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normal, evaluando esto mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para comparar los dos 

grupos, se empleó la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, mientras que la prueba 

paramétrica utilizada fue la t de Student. Para realizar más comparaciones de dos grupos, se 

aplicó un análisis de varianza de una vía (ANOVA de una sola vía), seguido de la prueba de 

Newman-Keuls si la muestra no se ajustaba a la distribución normal, o el test de Kruskal-Wallis 

con la prueba de Dunns como posprueba en el caso de que la muestra no se ajustara a la 

distribución normal. 

Algunas imágenes se generan utilizando materiales de Servier Medical Art. 



RESULTADOS 
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1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO.

FUNCIÓN DE LOS NETs Y DEL RECEPTOR TLR4 PLAQUETARIO

1.1. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el volumen de infarto 

Como ya hemos comentado previamente, se decidió trabajar con un protocolo de 

administración de DNAsa-I (inyección iv e ip a las 2h45min + inyección ip 12 horas, después de 

la MCAO) y/o tPA (a las 3 horas tras la inducción de la MCAO), comparando los tratamientos 

siempre con un grupo control (tratado con vehículo) de cada genotipo. Los experimentos se 

realizaron durante la fase inactiva del animal (ZT4-ZT7).   

Los resultados del volumen de infarto obtenidos mediante resonancia magnética a las 24 

horas después de la oclusión (MCAO) muestran que el tratamiento con DNAsa-I, usando el 

modelo tromboembólico in situ que produce un trombo rico en fibrina, reduce de forma 

significativa el volumen de infarto cuando se compara con el grupo tratado con vehículo 

(18,5±1,4% vs. 13,4±1,4%, p<0,01; Figura 14A). Estos datos demuestran que la DNAsa-I 

produce un efecto protector y sugiere la posible implicación de los NETs en este tipo de infartos. 

El tratamiento con tPA a las 3 horas no produce una disminución del tamaño de infarto, de 

acuerdo con resultados previos (Peña-Martínez et al., 2022; García-Yébenes et al., 2011) y la 

combinación de ambos fármacos, DNAsa-I+tPA, tampoco produce un efecto protector (Figura 

14A). Es importante señalar que la adición del tPA anula el efecto protector de la DNAsa-I, 

efecto que puede tener una importante relevancia clínica y que necesita ser explorada. 

Nuestro grupo había demostrado previamente que el receptor TLR4 plaquetario media la 

formación de NETs en un modelo fototrombótico que produce trombos ricos en plaquetas 

(Peña-Martínez et al., 2019). Para estudiar la participación de este receptor en el modelo 

tromboembólico, se utilizaron animales carentes de TLR4 plaquetario (TLR4loxP/Pf4-cre; que a 

partir de ahora se nombrarán como TLR4-/- plaquetario). Los resultados que se obtuvieron 

muestran que, en estos animales, el volumen de infarto es menor que el de los respectivos WT 
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(WT vehículo vs TLR4-/- vehículo 18,5±1,4% vs 14,2±1,5%, p<0,05; Figura 14A), lo que apoya la 

participación del TLR4 plaquetario en el daño isquémico y en la formación de NETs también en 

este modelo de isquemia producido por un trombo rico en fibrina. Es importante destacar que, 

en los animales, la DNAsa-I no produce ningún cambio en los volúmenes de infarto en los 

grupos estudiados. Sin embargo, la administración de tPA sí produce un aumento del volumen 

de infarto cuando se compara con su grupo control (TLR4-/- vehículo vs TLR4-/- tPA; 14,2±1,5 vs 

16,6±0,6% p<0,05; Figura 14A), a diferencia de lo que pasa cuando se usan animales WT que 

expresan el receptor TLR4. Se requieren más estudios para explorar los mecanismos 

implicados y la relevancia de este hallazgo. 

 

Por último, para estudiar si un tratamiento crónico previo con antiagregantes 

plaquetarios pudiera afectar el efecto de la administración de DNAsa-I, se utilizaron animales 

pre-tratados con aspirina (60 mg/kg vía intragástrica a las 50 h, 26 h, 2h antes de la MCAO). 

  

En primer lugar, el tratamiento crónico con aspirina en animales WT produjo una 

disminución significativa de la agregación plaquetaria (a nivel de 1NIH U/ml, 88,9% vs 62,1% 

p<0,05; Figura 15A), un aumento del tiempo de sangrado (186,8±24,8 vs 234,8±24,3 p<0,01; 

Figura 15B) y un mayor número en el conteo de neutrófilos (0,39±0,15 vs 0,67±0,27 p<0,05; 

Figura 15C). El tratamiento con aspirina no produjo cambios en otros parámetros como 

recuento de plaquetas ni en pruebas de coagulación (Figura 15 D-H).  

 

La administración crónica de aspirina no produjo cambios en los volúmenes de infarto en 

ninguno de los grupos estudiados y en ambos genotipos de animales estudiados (Figura 14B y 

C). El efecto protector del tratamiento con DNAsa-I no se vio alterado por un tratamiento 

crónico con aspirina. 
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Figura 14. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el volumen de infarto. 
A-C. Volúmenes de infarto, determinados 24 h tras la oclusión. D. Fotos representativas de los volúmenes de 
infarto, observados por resonancia magnética, de cada grupo experimental. Datos representados como la media 
± SEM; n=6-8 t-test *p<0,05; **p<0,01.  
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Figura 15. Efecto del tratamiento previo con aspirina en parámetros sanguíneos. A. Agregación plaquetaria. B. 
Tiempo de sangrado. C. Recuento de neutrófilos. D. Recuento de plaquetas. E-H. Pruebas de coagulación (PT 
tiempo de protrombina, TT tiempo de trombina, APTT tiempo de tromboplastina parcial activado, Fibrinógeno). 
Se representan como la media ± SEM; n=6; t-test *p<0,05, **p<0,01. 

 

1.2. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico 

Para evaluar el déficit neurológico a nivel de función motora después de la MCAO, se 
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neuroseveridad modificada y la prueba del cilindro que examina el uso de las extremidades 
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La escala de neuroseveridad utilizada a las 24 horas después de la oclusión no fue sensible 

para detectar cambios en la función neurológica de los animales en ninguno de los grupos 
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neurológicos que se correlacionaron con los cambios encontrados en el volumen de infarto 

(Figura 17A-C).  

 

El tratamiento con DNAsa-I, en los animales WT, produjo una mejora significativa de los 

síntomas neurológicos, determinados con la prueba del cilindro, comparados con el grupo de 

vehículo (DNAsa-I vs vehículo; ambas patas: 64,0% vs.56,7%, pata izquierda: 23,2% vs. 33,4%, 

* p<0,05; Figura 17B). Estos datos correlacionan con la protección encontrada en el volumen 

de infarto del tratamiento con la DNAsa-I. 

 

Sin embargo, el tratamiento con DNAsa-I no produce ningún cambio en los déficits 

neurológicos cuando se utilizan los animales deficientes en el receptor TLR4 plaquetario, de 

acuerdo con la ausencia de cambios en los volúmenes de infarto encontrado en los grupos 

estudiados (Figura 17A). Es importante destacar que los ratones TLR4-/- plaquetario también 

mostraron una mejora en el comportamiento neurológico, comparado con el grupo de ratones 

WT (WT vehículo vs TLR4-/- vehículo; ambas patas: 56,7% vs.65,4%, pata izquierda: 33,4% 

vs.24,8%, * p<0,05; Figura 17A), de acuerdo con el efecto protector que se ve en el volumen 

de infarto (Figura 14A). 

 

Por último, la administración crónica de aspirina no produjo ningún cambio en los déficits 

neurológicos en ninguno de los grupos estudiados y en ambos genotipos de animales 

estudiados (Figura 17B y C). El efecto de mejoría de los déficits neurológicos del tratamiento 

con DNAsa-I no se vio alterado por un tratamiento crónico con aspirina. 
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Figura 16. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico. A-C. Evaluación del déficit neurológico 
medido por la escala de Neuroseveridad. n=6-8. 

Vehículo DNAse-I tPA DNAse-I + tPA
0

20

40

60

80

100

dé
fic

it 
dn

eu
ro

ló
gi

co
(%

 b
as

al
)

WT
TLR4-/- plaquetario

ns ns ns ns

Vehículo DNAse-I tPA DNAse-I + tPA
0

20

40

60

80

100

dé
fic

it 
dn

eu
ro

ló
gi

co
(%

 b
as

al
)

Vehículo
Aspirina

ns ns ns ns

Vehículo DNAse-I tPA DNAse-I + tPA
0

20

40

60

80

100

dé
fic

it 
dn

eu
ro

ló
gi

co
(%

 b
as

al
)

Vehículo
Aspirina

ns ns ns ns

C.
TLR4-/- plaquetario



- 109 - 
 

 
Figura 17. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico. A-C. Evaluación del déficit neurológico 
medido por la prueba de cilindro. Se representan como los porcentajes de la frecuencia de uso de la pata 
izquierda, la pata derecha y ambas patas. n=6-8; * p<0,05. 
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1.3. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de la reperfusión 

Para estudiar los mecanismos implicados en el efecto protector de la DNAsa-I, en primer 

lugar, estudiamos la incidencia de reperfusión medida por registro de la sonda Doppler. 

Consideramos que la oclusión es estable cuando se produce una caída brusca y sostenida del 

flujo sanguíneo cerebral por debajo del 30% medida por la sonda Doppler y acompañada de 

un cambio de color en el vaso. La recuperación total o parcial del flujo (>30%) en cualquier 

rama de la arteria se considera como reperfusión espontánea.  

 

El tratamiento con DNAsa-I no modificó los índices de reperfusión espontánea, 

caracterizada según los criterios de láser-doppler y visuales, en ninguno de los grupos y 

genotipos estudiados (Figura 18E). Los porcentajes de reperfusión espontánea que 

encontramos están por debajo del 14,2% de los casos, sin diferencias entre los diversos grupos 

(Figura 18E). Estos animales fueron descartados de todos los estudios posteriores. 

 

La administración única de DNAsa-I no aumentó el flujo sanguíneo medido por la sonda 

Doppler hasta 4 horas después de la oclusión (Figura 18E). La administración de tPA a las 3 

horas tras la oclusión produjo una recanalización arterial exitosa en el 37,5% de los animales 

WT. Estos resultados están de acuerdo con datos preliminares publicados por nuestro grupo 

en este modelo de ictus (Peña-Martínez et al., 2022). Sin embargo, en aquellos animales que 

habían recibido un tratamiento con DNAsa-I, la combinación de ambos fármacos (DNAsa-I + 

tPA) sí aumentó el índice de recanalización hasta un 75% de los casos (p<0,01; Figura 18E), lo 

que sugiere que el tPA es más eficaz para recanalizar cuando se han eliminado los NETs. 

 

La administración única de DNAsa-I tampoco aumentó el flujo sanguíneo en los animales 

TLR4loxP/Pf4-cre, carentes de TLR4 plaquetario. La administración de tPA a las 3 horas tras la 

oclusión produjo una recanalización exitosa en el 50% de los animales cuando se compara con 

los animales WT (Figura 18E), lo que apoya que los NETs están implicados en los fenómenos 

de “no-reflujo” (no-reflow) impidiendo una recanalización más eficaz. La combinación de 

ambos fármacos (DNAsa-I + tPA) no aumentó el índice de recanalización (Figura 18E). 
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De nuevo, la administración crónica de aspirina no produjo ningún cambio significativo 

en los índices de reperfusión en ninguno de los grupos estudiados y en ambos genotipos de 

animales estudiados (Figura 18E). El efecto del tratamiento con DNAsa-I no se vio alterado por 

un tratamiento crónico con aspirina. 

 

 

 
Figura 18. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el índice de reperfusión. 
A-D. Ejemplos de registros de laser Doppler medidos hasta 4 horas después de la oclusión. E. Porcentaje de 
reperfusión espontánea y reperfusión exitosa en los diferentes grupos y genotipos estudiados. Datos 
representados como porcentajes de reperfusión. 
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1.4. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la presencia de NETs en el área 

infartada 

Con el fin de profundizar en los mecanismos responsables del efecto protector de la 

DNAsa-I, exploramos la presencia de NETs en el tejido isquémico mediante estudios de 

inmunofluorescencia en las secciones coronales de los cerebros de los ratones. Se utilizaron 

diferentes anticuerpos contra los marcadores del NETs (ver métodos para más detalles). 

 

Los resultados de la presencia de NETs en el área isquémica a las 24 horas después de la 

oclusión muestran que el tratamiento con DNAsa-I redujo de forma significativa la 

concentración de NETs cuando se compara con el grupo tratado con vehículo (DNAsa-I vs 

vehículo; 0,8±0,7 vs 3,7±0,9, p<0,05; Figura 19A, Figura 20). Estos datos apoyan que el efecto 

protector de la DNAsa-I puede deberse a la disminución de la presencia de NETs. El tratamiento 

con tPA a las 3 horas produjo un aumento significativo de la presencia de NETs (3,7±0,8 vs. 

8,5±3,8, p<0,05; Figura 19A, Figura 20), de acuerdo con resultados previos (Wang et al., 2021). 

Nuestros datos muestran ahora que, comparando con el grupo de tPA, la combinación de 

DNAsa-I con tPA reduce la concentración de NETs de forma significativa (tPA vs DNAsa-I+tPA; 

8,5±3,8 vs. 2,2±2,3, p< 0,05; Figura 19A, Figura 20). 

 

Los resultados que se obtuvieron cuando se usaron los animales TLR4-/- fueron los 

siguientes: los niveles de la presencia de NETs fueron menores en los grupos de vehículo y tPA 

cuando se compararon con los animales que expresan normalmente TLR4, como era de 

esperar (vehículo 3,7±0,8 vs. 0,3±0,5; tPA 8,5±3,8 vs. 3,2±1,3; p<0,05; Figura 19A). Cabe 

destacar que la administración de tPA en animales TLR4-/- también produjo un aumento de la 

presencia de NETs (vehiculo vs tPA; 0,3±0,5 vs 3,2±1,3 p<0,01; Figura 19A), lo que sugiere que 

otros mecanismos además del TLR4 plaquetario, como puede ser la propia degranulación de 

los neutrófilos inducida por el tPA, participan en la formación de NETs en este contexto 

experimental (Wang et al., 2021). Es importante destacar que, en estos animales, la DNAsa-I 

no produjo ningún cambio. 
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Por último, el tratamiento crónico con aspirina no produjo ningún cambio en la presencia 

de NETs en el tejido isquémico en los grupos estudiados excepto en el grupo de la DNAsa-I, en 

donde se evidencia un incremento significativo en los animales tratados con aspirina cuando 

se compara con el grupo sin tratamiento previo (0,8±0,7 vs 6,0±3,7, p<0,05; Figura 19B). 

 

 
Figura 19. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la presencia de NETs del área infartada. A-C. Número de NETs 
por campo visual analizado en la corteza cerebral a las 24 horas tras la oclusión. Datos representados como media 
± SEM; n=6 *p<0,05, **p<0,01. 
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Figura 20. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la presencia de NETs del área infartada. Triple 
inmunofluorescencia de NETs. neutrófilo (NIMP-R14), la elastasa del neutrófilo y la histona citrulinada-3. 

 

1.5. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en los niveles plasmáticos de elastasa 

Para determinar los niveles plasmáticos de elastasa como marcador de NETs llevamos a 
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a las 24 horas tras la oclusión por punción intracardiaca una vez sacrificado el animal. 

 

Los resultados de los niveles plasmáticos de elastasa a las 4 horas después de la oclusión 
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plasmáticos cuando se compara con el grupo tratado con vehículo, (DNAsa-I vs vehículo; 

11,6±4,3 vs 18,2±3,6, p<0,05; Figura 21A). Estos resultados sugieren que el efecto protector 
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tratamiento con tPA a las 3 horas produjo una tendencia a un aumento en la presencia de 
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Histona ElastasaNIMP-R14 Colocalización

Histona ElastasaNIMP-R14 Colocalización

Histona ElastasaNIMP-R14 Colocalización

Histona ElastasaNIMP-R14 Colocalización

DN
As

e-
I+

tP
A

DN
As

e-
I

tP
A

Ve
hí

cu
lo



- 115 - 
 

acuerdo con resultados previos (Wang et al.., 2021). Además, comparando con el grupo de tPA, 

tras la combinación de DNAsa-I con el tPA se observó una tendencia a una reducción en los 

niveles plasmáticos de elastasa (tPA vs DNAsa-I+tPA; 20,0±7,7 vs. 16,1±3,1, p>0,05; Figura 21A).  

 

 
Figura 21. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en los niveles plasmáticos de elastasa. A-C. Niveles plasmáticos 
de elastasa a las 4 horas tras la oclusión. D-F. Niveles plasmáticos de elastasa a las 24 horas tras la oclusión. Los 
datos se representan como la media ± SEM; n=5-6; t-test *p<0,05, **p<0,01. 

 

Además, hemos observado una correlación positiva entre la presencia de NETs en la 

corteza y los niveles plasmáticos de elastasa (Figura 22). 
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Los resultados que se obtuvieron cuando se usaron los animales TLR4-/- son los siguientes: 

los niveles plasmáticos de elastasa fueron significativamente menores en los grupos de 

vehículo (18,2±3,6 vs 9,6±3,8, p<0,01), tPA (20,0±7,7 vs 10,2±3,4, p<0,05), DNAsa-I+tPA 

(16,1±3,1 vs 8,4±2,9 p<0,01) cuando se comparan con los animales que expresan 

normalmente TLR4, como era de esperar (Figura 21A). En este caso, la administración de tPA 

en animales TLR4-/- no afectó los niveles plasmáticos de elastasa (Figura 21A), como sí vemos 

en la presencia de NETs en el tejido isquémico. Es importante destacar, que en estos animales 

la DNAsa-I no produjo ningún cambio en los grupos estudiados. 

 

Al estudiar los niveles plasmáticos de elastasa las 24 horas tras la oclusión, se concluye 

que no existen diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de tratamiento, ya 

sea en los ratones WT o en los de TLR4-/- plaquetario (Figura 21 D-F). 

 

Por último, el pretratamiento crónico con aspirina no produjo ninguna modificación en los 

niveles plasmáticos de elastasa en los animales que expresan el receptor TLR4. Sin embargo, y 

de forma llamativa, la aspirina sí los aumentó significativamente en los animales que no 

expresan el receptor TLR4 plaquetario.  

Figura 22. Correlación entre el número de NETs en el tejido cerebral y los niveles plasmáticos de elastasa. La 
presencia de NETs en el tejido cerebral (nº de NETs) se midió a las 24 horas después de la oclusión y los niveles 
plasmáticos de elastasa a las 4 horas tras la oclusión. 



- 117 - 
 

 

1.6. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la infiltración y polarización del 

neutrófilo 

Uno de los mecanismos clásicos implicados en el daño cerebral tras un ictus es la 

infiltración de los neutrófilos, habiéndose descrito una correlación positiva entre neutrófilos 

infiltrados y daño cerebral. Además, teniendo en cuenta que nuestro grupo ha encontrado una 

correlación negativa entre la densidad de neutrófilos y el volumen del infarto en ratones TLR4-

KO que rompe con el dogma establecido, y que se ha asociado con cambios fenotípicos que 

afectan la función de los propios neutrófilos (N1 y N2; García-Culebras et al., 2019), decidimos 

examinar el papel del tratamiento con DNAsa-I en la infiltración y polarización de los 

neutrófilos. 

 

Los resultados en relación con la infiltración de neutrófilos en la corteza cerebral a las 24 

horas tras la oclusión muestran que el tratamiento con DNAsa-I no reduce su infiltración 

cuando se compara con el grupo tratado con vehículo (DNAsa-I vs vehículo; 108,0±14,9 vs 

80,4±26,6, p>0,05; Figura 23A). Estos resultados apoyan que el efecto protector de la DNAsa-

I no se debe a cambios en la infiltración ni en la polarización de los neutrófilos. El tratamiento 

con tPA a las 3 horas sí produjo un aumento significativo de la presencia de neutrófilos a nivel 

cerebral (vehículo vs tPA; 80,4±26,6 vs. 158,6±35,3, p<0,01; Figura 23A), de acuerdo con 

resultados previos (Shi et al., 2021). Nuestros datos ahora muestran que, comparando con el 

grupo de tPA, la adición de DNAsa-I al tPA reduce la infiltración neutrofílica de forma 

significativa (tPA vs DNAsa-I+tPA; 158,6±35,3 vs. 84,2±19,3, p<0,01; Fig. 23A).  
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Figura 23. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la infiltración y polarización del neutrófilo en el área 
isquémico. A-C. Números estimado de neutrófilos en la corteza cerebral estudiados a las 24 horas después de la 
oclusión. D-F. Proporción de neutrófilos Ym1+. G. Imágenes representativas de doble inmunofluorescencia de 
neutrófilo (NIMP-R14) y neutrófilos tipo 2(N2, Ym1+). Los datos se representan como la media ± SEM; n=5-6; t-
test *p<0,05, **p<0,01. 
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De nuevo, hemos observado que existe una correlación positiva entre la presencia de NETs 

en la corteza cerebral y la infiltración neutrofílica (Figura 24). 

 

 
 

 

 

El tratamiento crónico con aspirina en los grupos vehículo y DNAsa-I+tPA en ratones de 

WT produjo un aumento significativo de la infiltración de neutrófilos en comparación con los 

grupos sin aspirina (vehículo; 123,8±29,6 vs. 80,4±26,6, p<0,05; DNAsa-I+tPA; 131,2±34,1 vs. 

84,2±19,3, p<0,05; Figura 23B). La ausencia del receptor TLR4 plaquetario no produjo ningún 

cambio en la infiltración de los neutrófilos de los diferentes grupos cuando se compara con los 

animales WT o sin tratamiento previo con aspirina (Figura 23A-C). 

 

Al estudiar los diferentes fenotipos de neutrófilos, N1 -proinflamatorio- (Ym1-) y N2 -

antiinflamatorio- (Ym1+), no se observaron diferencias evidentes entre los grupos estudiados 

tanto en los ratones de WT como en los animales TLR4-/- plaquetario (Figura 23 D-F). 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Correlación entre el número de NETs y el número de neutrófilos en el tejido cerebral. La presencia 
de NETs y de neutrófilos en el tejido cerebral se midió -en ambos casos- a las 24 horas después de la oclusión. 
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1.7. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de transformación 

hemorrágica (TH) 

Por último, quisimos estudiar el efecto del tratamiento con DNAsa-I, a los tiempos 

establecidos (2h45min tras la oclusión) y en administración única o en combinación con tPA, 

en los procesos de transformación hemorrágica (TH). Ya hemos comentado que la TH es una 

grave complicación que empeora el pronóstico del ictus y que está asociada a la administración 

tardía de tPA. 

 

 La administración única de DNAsa-I no afecta la tasa de TH en comparación con el grupo 

tratado con vehículo, evidenciándose tan solo una pequeña área de sangrado 24 horas 

después de la MCAO (vehiculo vs DNAsa-I; 0,26±0,21mm3 vs. 0,21±0,14mm3; p>0,05. Figura 

25A). La administración tardía de tPA (3 horas) aumentó considerablemente el volumen 

hemorrágico (vehículo vs tPA; 0,26±0,21mm3 vs. 1,85±1,14mm3; p<0,01; Figura 25 A y D), de 

acuerdo con trabajos previos de nuestro grupo en este mismo modelo experimental (García-

Yébenes et al., 2011). Es importante señalar que la adición de DNAsa-I al tPA no solo no 

aumenta la aparición de TH sino que disminuye el volumen de hemorragia en los animales que 

reperfunden (Figura 26), efecto que puede tener una importante relevancia clínica ya que se 

podría administrar con el tPA con la seguridad de no potenciar los efectos hemorrágicos de 

éste. El tratamiento con DNAsa-I tampoco produjo signos de hemorragia cuando se utilizaron 

animales deficientes de TLR4 plaquetario. 

 

Por último, el tratamiento crónico con aspirina no produjo ningún cambio en los efectos 

de la administración única de DNAsa-I aunque sí disminuyó de forma significativa la aparición 

de TH en el caso de co-administración de DNAsa-I+tPA (3,15±1,26 mm3 vs. 1,69±0,89mm3, 

p<0,05; Figura 25B). Sin embargo, sí aumentó la hemorragia inducida por la administración 

tardía de tPA (tPA; aspirina vs vehículo; 3,15±1,26 mm3 vs. 1,85±1,14mm3. P<0,05; Figura 25 B 

y D), de acuerdo con los efectos adversos conocidos de este fármaco. 
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Figura 25. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en la incidencia de transformación hemorrágica (TH). A-C. 
Volumen de hemorragia determinada 24h tras la oclusión. D. Fotos representativas de la tinción con DAB de cada 
grupo experimental. Datos representados como la media ± SEM. n=6-8; *p< 0,05. 
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Figura 26. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el volumen de hemorragia. Volumen de hemorragia 
determinada 24h tras la oclusión en el grupo de animales tratados con tPA con/sin DNAsa-I. El estudio se ha 
realizado en los animales que han reperfundido en comparación con los no reperfundidos, determinado por los 
registros de la sonda Doppler. Datos representados como la media ± SEM. n=6-8; *p< 0,05. 
  



- 123 - 
 

2. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON 

DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs 

2.1. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio del volumen de infarto 

Como ya hemos comentado, los ritmos circadianos no sólo afectan la gravedad y el 

pronóstico del ictus, sino también la eficacia de los tratamientos como los propios 

antiagregantes o los antihipertensivos (Bonten et al., 2015; Bowles et al., 2018). Para estudiar 

cómo los ritmos circadianos influyen en el tratamiento con DNAsa-I, los animales fueron 

estudiados en 2 periodos ZT ("Zeitgeber Time"): ZT4-ZT7 que corresponde con la fase de luz 

que en los ratones es la fase inactiva, y ZT13-ZT16 que corresponde con la fase de oscuridad 

que en los ratones es la fase activa (opuesto a lo que ocurre en humanos). Cuando obtuvimos 

la sangre de los animales en las distintas fases (inactiva vs activa), solo se observa que durante 

la fase inactiva existe una neutrofilia en comparación con la fase activa (0,39±0,15 vs. 

0,16±0,05, p<0,01; Figura 27A), de acuerdo con datos previos (Casanova-Acebes et al., 2013), 

sin afectarse ningún otro parámetro (nº de plaquetas y pruebas de coagulación; Figura 27B-F). 

  

En los ratones WT, la MCAO produjo un infarto significativamente mayor en los animales 

durante la fase inactiva comparado con aquellos a los que se les realizó la oclusión durante la 

fase activa (18,5±1,4% vs. 12,9±1,7% p<0,01; Figura 28A), de acuerdo con publicaciones 

previas (Kamat et al., 2021). Además, el tratamiento con DNAsa-I solo produjo su efecto 

protector durante la fase inactiva (18,5±1,4% vs 13,4±1,4% p<0,01; Figura 28A), perdiéndose 

durante la fase activa (12,9±1,7 % vs 12,5±1,4% p>0,05; Figura 28A). 

 

Para estudiar la implicación de los NETs en ambas fases se utilizaron dos aproximaciones 

genéticas: i) animales deficientes en PAD4 (PAD4 KO), enzima que está implicada, entre otros 

mecanismos, en la formación de NETs y en los que la formación de NETs estaría disminuida, y 

ii) animales deficientes en DNAsa (DNAsa1/DNAsa1l3 doble KO; DNAsa KO), enzima que 

degrada los NETs y en los que la formación de NETs estaría incrementada.  
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En los ratones PAD4 KO, los volúmenes de infarto fueron menores, en comparación con 

los ratones WT, sólo durante la fase inactiva (18,5±1,4 % vs 15,9±2,3 % p<0,05; Figura 28D). 

Este dato pone de manifiesto la implicación de los NETs en el daño isquémico al menos durante 

la fase inactiva. Sin embargo, existen otros mecanismos implicados en el daño, ya que la 

diferencia de volúmenes de infarto entre la fase inactiva y activa se mantiene también en estos 

animales (15,9±2,3 % vs 13,4±2,0 % p<0,05; Figura 28B). Como era de esperar, el tratamiento 

con DNAsa-I en los animales PAD4 KO no produjo ningún efecto protector, 

independientemente de la fase estudiada (Figura 28B). 

En los ratones DNAsa KO, se obtuvieron resultados similares a los de los animales WT: 

infarto significativamente mayor durante la fase inactiva y en los que el tratamiento con 

DNAsa-I solo produjo su efecto protector durante la fase inactiva (Figura 28C, D).  

 
Figura 27. Efecto del ritmo circadiano en el hemograma y pruebas de coagulación. A. Recuento de neutrófilos. 
B. Recuento de plaquetas. C-F. Pruebas de coagulación (TT tiempo de trombina, PT tiempo de protrombina, APTT 
tiempo de tromboplastina parcial activado, Fibrinógeno). Se representan como la media±SEM; n=6; *p<0,05. 
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Figura 28. Efecto del ritmo circadiano en el volumen de infarto. A-D. Volúmenes de infarto, determinados 24 h 
tras la oclusión. E. Fotos representativas de los volúmenes de infarto, observados por resonancia magnética, de 
cada grupo experimental. Datos representados como la media ± SEM, n=8, *p<0,05, **p<0,01. 

 

2.2. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio del déficit neurológico 

 

En primer lugar, en los ratones WT se observó un menor déficit neurológico durante la 

fase activa (Inactiva vs Activa. ambas patas 56,7±4,3% vs.64,4±6,3%, pata izquierda 33,4±3,7% 

vs.24,7±4,0%, *p<0,05; Figura 29A) de acuerdo con el menor infarto encontrado durante la 

fase activa. También se observó un menor déficit neurológico tras el tratamiento con DNAsa-I 
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durante la fase inactiva (DNAsa-I vs Vehículo: ambas patas 64,0±4,3% vs.56,7±4,3%, pata 

izquierda 23,2±2,6% vs. 33,4±3,7%, *p<0,05; Figura 29A).  

 

La escala de neuroseveridad, utilizada a las 24 horas después de la oclusión, mostró un 

mayor déficit neurológico en los ratones de DNAsa KO en comparación con los animales WT 

durante la fase inactiva (75,0±5,2% vs. 72,0±5,1% p<0,05; Figura 30D). También encontramos 

que el tratamiento con DNAsa-I en los ratones DNAsa KO mejora la función neurológica 

durante la fase inactiva cuando se compara con el grupo tratado con vehículo (DNAsa-I vs 

vehículo; inactiva: 75,0±5,2% vs. 65,9±5,3% p<0,01; Figura 30C). Además, se observó una 

diferencia significativa en el déficit neurológico entre los animales tratados con vehículo entre 

la fase inactiva y la activa (65,9±5,3 % vs. 75,5±6,2 %, p<0,01; Figura 30C).  

 

En los ratones PAD4 KO no se observaron cambios en el déficit neurológico (Figura 29B), 

lo que también está de acuerdo con la ausencia de diferencias en los volúmenes de infarto. En 

los ratones DNAsa-I KO encontramos los mismos resultados que en los animales WT: i) menor 

déficit neurológico durante la fase activa (Inactiva vs Activa: ambas patas 51,7±4,3% vs.57,8± 

3,7%, pata izquierda 39,8±3,9% vs.31,4±4,1%, *p<0,05; Figura 29C) y ii) menor déficit 

neurológico tras el tratamiento con DNAsa-I durante la fase inactiva (DNAsa-I vs Vehículo: 

ambas patas 57,4±3,2% vs.51,7±4,3%, pata izquierda 34,8±1,5% vs.39,8±3,9%. *p<0,05; 

Figura 29C), resultados que se correlacionan con los efectos encontrados en el volumen de 

infarto. 

 

Por último, durante la fase inactiva y de acuerdo con las diferencias en los volúmenes de 

infarto, los ratones PAD4 KO presentaron una mejora neurológica frente a los ratones WT 

(PAD4 KO vs WT: ambas patas 56,7±4,3% vs. 65,1±4,9%, pata izquierda 33,4±3,7% 

vs.25,6±4,3%. *p<0,05; Figura 29D). Los ratones DNAsa KO presentaron un mayor déficit 

neurológico en ambas fases frente a los de WT (DNAsa KO vs WT. Fase inactiva: ambas patas 

51,7±4,3% vs. 56,7±4,3%, pata izquierda 39,8±3,9% vs. 33,4±3,7%. Fase activa: ambas patas 

57,8±3,7% vs. 64,4± 6,3%, pata izquierda 31,4±4,1% vs. 24,7±4,0%. *p<0,05; Figura 29D). 
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Figura 29. Efecto del ritmo circadiano en el déficit neurológico. A-D. Evaluación del déficit neurológico medido 
por la prueba de cilindro. Se representan como los porcentajes de la frecuencia de uso de la pata izquierda, la 
pata derecha y ambas patas. n=8; *p<0,05. 
 

Figura 30. Efecto del tratamiento con DNAsa-I en el déficit neurológico. A-D. Evaluación del déficit neurológico 
medido por la escala de neuroseveridad. Se representan como la media ± SEM; n=8; *p<0,05; **p<0,01. 
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2.3. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio de la incidencia de reperfusión 

Un hallazgo de importancia es que los animales con la oclusión -MCAO- durante la fase 

activa, lo que se corresponde con un menor tamaño de infarto, tuvieron mayor porcentaje de 

reperfusiones espontáneas cuando se comparan con aquellos durante la fase inactiva (Figura 

31A, C), lo que sugiere que la reperfusión también tiene una regulación circadiana. El 

tratamiento con DNAsa-I no produjo ningún cambio en los porcentajes de reperfusión en 

ambas fases estudiadas y en los grupos propuestos (Figura 31B). 

Figura 31. Efecto del ritmo circadiano en la incidencia de reperfusión. A. Reperfusión medida por la sonda 
doppler hasta 4 horas después de la oclusión. Cuadro explicativo de reperfusiones espontáneas. B-C. Registros 
de Doppler según el genotipo de los ratones y sus ritmos circadianos. Se representan como %; n=8. 
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2.4. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio de la presencia de NETs en el área infartada 

En los animales WT, el tratamiento con DNAsa-I reduce los niveles de NETs presentes en 

el área isquémica a las 24 horas después de la oclusión cuando se compara con el grupo 

tratado con vehículo y en ambas fases, inactiva y activa (DNAsa-I vs vehículo; inactiva: 0,8±0,7 

vs. 3,7±0,8, activa: 0,3±0,8 vs. 1,8±0,7 p<0,05; Figura 32A). Estos datos apoyan que el efecto 

protector de la DNAsa-I se debe, al menos en parte, a la disminución de la presencia de NETs. 

Además, se observó una diferencia significativa en los niveles de NETs entre los animales 

tratados con vehículo entre la fase inactiva y la activa (0,8±0,7 vs. 0,3±0,8 p<0,05; Figura 32A), 

lo que se correlaciona con el volumen de infarto y pone de manifiesto de nuevo la posible 

participación de los NETs en el daño isquémico. 

 

En los ratones PAD4 KO, lo primero que observamos es que los niveles de NETs son 

inferiores en todos los grupos a los observados en los WT y, en particular y de forma 

significativa, durante la fase inactiva (0,3±0,5 vs. 0,8±0,7 p<0,05; Figura 32D). El tratamiento 

con DNAsa-I en este grupo de animales no produjo ningún efecto, independientemente de la 

fase (Figura 32B). 

 

En los ratones DNAsa KO, lo primero que observamos es que los niveles de NETs son 

superiores a de los animales WT. Además, encontramos que el tratamiento con DNAsa-I, en la 

fase inactiva, reduce la concentración de NETs cuando se compara con el grupo tratado con 

vehículo (DNAsa-I vs vehículo; inactiva: 6,3±4,7 vs. 17,5±10,9, p<0,05; Figura 32C). Asimismo, 

se observó una diferencia significativa en los niveles de NETs entre los animales tratados con 

vehículo entre la fase inactiva y la activa (17,5±10,9 vs. 3,0±2,8, p<0,05; Figura 32C). 
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Figura 32. Efecto del ritmo circadiano en la presencia de NETs del área infartada. A-D. Número de NETs por el 
campo visual analizado en la corteza cerebral a las 24 horas tras la oclusión. E. Fotos representativas del triple 
inmunofluorescencia de NETs. Neutrófilo (NIMP-R14), la elastasa del neutrófilo y la histona citrulinada-3. Datos 
representados como media ± SEM; n=5-6 *p<0,05. 
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2.5. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio de los niveles plasmáticos de elastasa 

En los animales WT, los resultados de niveles plasmáticos de elastasa a las 4 horas 

después de la oclusión muestran que el tratamiento con DNAsa-I en la fase inactiva reduce los 

niveles de elastasa cuando se compara con el grupo tratado con vehículo (DNAsa-I vs vehículo; 

inactiva: 11,6±4,3 vs 18,2±3,6, p<0,05; Figura 33A). Estos datos indican que el efecto protector 

de la DNAsa-I se debe, en parte, a la disminución de los niveles de NETs. Además, se observa 

una diferencia significativa en los niveles de elastasa entre los animales tratados con vehículo 

entre la fase inactiva y la activa (18,2±3,6 vs. 11,4±3,3, p<0,05; Figura 33A), lo que se 

correlaciona con el volumen de infarto y pone de manifiesto de nuevo la participación de los 

NETs en el daño isquémico. 

En los ratones PAD4 KO, no observamos ningún cambio en los niveles de elastasa en 

ninguno de los grupos estudiados (Figura 33B). 

En los ratones de DNAsa KO, como era de esperar, los niveles de elastasa fueron 

superiores a los observados en los animales WT. En este grupo, el tratamiento con DNAsa-I en 

la fase inactiva redujo la concentración de elastasa cuando se compara con el grupo tratado 

con vehículo (DNAsa-I vs vehículo; inactiva: 35,1±14,6 vs 17,9±7,7, p<0,05; Figura 33C). 

Además, se observó una diferencia significativa en los niveles de elastasa entre los animales 

tratados con vehículo entre la fase inactiva y la activa (35,1±14,6 vs. 16,4±2,6, p<0,05; Figura 

33D), de acuerdo con los datos anteriormente descritos. 

 

En el plasma, a las 24 horas después de MCAO, solo observamos un aumento de los 

niveles de elastasa en los ratones DNAsa KO entre la fase inactiva y la fase activa (40,2±10,4 

vs. 28,0±5,4, p<0,05; Figura 33E-H), de acuerdo con su menor degradación en este genotipo. 
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Figura 33. Efecto del ritmo circadiano en los niveles plasmáticos de elastasa. A-D. Niveles plasmáticos de 
elastasa a las 4 horas tras la oclusión. E-H. Niveles plasmáticos de elastasa a las 24 horas tras la oclusión. Datos 
representados como media ± SEM; n=5-6 *p<0,05. 
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2.6. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio de la NETosis ex vivo 

Para seguir estudiando la implicación de los NETs en el daño isquémico y en el mecanismo 

protector del tratamiento de la DNAsa-I, quisimos explorar la capacidad que tienen los 

neutrófilos de producir NETs ex vivo. Para ello extrajimos neutrófilos de la sangre 12 horas 

después de MCAO, que se cultivaron in vitro y se estimularon con PMA para activar la 

formación de NETs.  

Los resultados ponen de manifiesto que los neutrófilos extraídos de ratones MCAO 

durante la fase inactiva tienen mayor capacidad de producir NETs que aquellos extraídos de 

animales naive (14,9±4,9 vs. 8,4±1,8, p<0,05; Figura 34A). Este aumento frente a los naive no 

se observó en los neutrófilos tras MCAO en la fase activa.   

 
Figura 34. Efecto del ritmo circadiano en los niveles de NETs exvivo estimulado por PMA. A. El número estimado 
de los NETs en la placa ibidi. Se representan como la media ± SEM; n=4; t-test * p<0,05. B. Imágenes 
representativas de triple inmunofluorescencia de núcleo de neutrófilo (sytox green), MPO e histona. 
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2.7. Efecto del ritmo circadiano en el efecto protector del tratamiento con 

DNAsa-I. Estudio de la infiltración y polarización del neutrófilo 

Al comparar las cortezas cerebrales a las 24h de la MCAO en los grupos WT y PAD4 KO, y 

durante las fases activa e inactiva, se observó en ambos grupos un mayor número de 

neutrófilos durante la fase activa, que además se correspondió con un mayor porcentaje de 

neutrófilos YM1+ (N2) (WT 185,7±53,8 vs. 94,2±25,0, p<0,01; PAD4 KO 141,9±42,7 vs. 

100,4±31,0, p<0,05; Figura 35 y Figura 36A-B). Estos datos sugieren que el menor tamaño de 

infarto encontrado durante la fase activa se asocia a un mayor número de neutrófilos 

antiinflamatorios -N2-, previamente descritos por nuestro grupo (Cuartero et al., 2013; García-

Culebras et al., 2019).  

Por su parte, el tratamiento con DNAsa-I no afectó ni la infiltración ni la polarización de 

neutrófilos en los ratones WT y PAD4 KO durante ambas fases. (Figura 35 y Figura 36A-C). 

 

 
Figura 35. Imágenes representativas de doble inmunofluorescencia. neutrófilo (NIMP-R14) y neutrófilos tipo 
2(N2, Ym1+). 
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Figura 36. Efecto del ritmo circadiano en la infiltración y polarización del neutrófilo en el área isquémico. A-D. 
Números estimado de neutrófilos en la corteza cerebral estudiados a las 24 horas después de la oclusión y 
proporción de neutrófilos Ym1+. Se representan como la media ± SEM; n=5; t-test * p<0,05, ** p<0,01. 
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El ictus, una enfermedad cerebrovascular provocada por la formación de trombos, se 

asocia con tasas elevadas de morbilidad y mortalidad. Los neutrófilos son los primeros en ser 

reclutados en el cerebro tras un ictus, agravando la lesión cerebral a través de diversos 

mecanismos. Los NETs, como un novedoso mecanismo de regulación de los neutrófilos, 

pueden atrapar bacterias y secretar moléculas antimicrobianas, descomponiendo así factores 

patogénicos y eliminando bacterias. Sin embargo, también pueden exacerbar enfermedades 

no infecciosas al activar respuestas autoinmunes o inflamatorias. En los últimos años, se ha 

descrito que los NETs desempeñan un papel crucial en el proceso patológico del ictus. 

Participan en él a través de varios mecanismos, como la promoción de la coagulación y su 

interacción con las plaquetas, induciendo trombosis. El activador tPA induce la degranulación 

de los neutrófilos, formando NETs y provocando TH y resistencia trombolítica. La regulación 

de los NETs en el contexto del ictus, su potencial como biomarcadores y las terapias dirigidas 

a los NETs son temas cruciales. La creciente evidencia sugiere que los NETs pueden ser un 

objetivo terapéutico en el tratamiento del ictus. 

Esta tesis doctoral profundiza en el papel de los NETs en el infarto cerebral, a través del 

efecto que produce la DNAsa-I, como fármaco que produce la degradación de los NETs y su 

interacción con los fármacos antiplaquetarios, el receptor plaquetario TLR4 y los ritmos 

circadianos en el ictus. 

1. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO.

FUNCIÓN DE LOS NETs Y DEL RECEPTOR TLR4 PLAQUETARIO

Es conocido que la eficacia de la trombólisis intravenosa se ve influenciada por la 

composición de los trombos; específicamente, se sabe que los coágulos ricos en fibrina se 

asocian con resultados clínicos menos favorables (Jolugbo y Ariëns, 2021), de ahí la 

importancia de usar modelos animales de ictus con trombos ricos en fibrina para aumentar la 

traslación a la clínica de los resultados experimentales. 
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El modelo “tromboembólico in situ” por inyección de trombina que produce trombos 

ricos en fibrina, se desarrolló en 2007 (Orset et al., 2007) y fue nuestro laboratorio quien 

describió que la administración tardía de tPA producía transformación hemorrágica -TH- 

(García-Yébenes et al., 2011, 2014). Las principales ventajas de este modelo radican en su 

semejanza con la clínica y su baja tasa de mortalidad, ya que induce un infarto cortical. Para 

mantener la estabilidad del trombo durante un período de 3h, durante el cual se registra el 

flujo sanguíneo, se utiliza una micropipeta. Dicha micropipeta permite administrar la trombina 

de forma precisa en la parte proximal de la arteria cerebral media, atravesando la bifurcación 

arterial, lo que determina un control preciso del tiempo de liberación de la trombina para 

aumentar la estabilidad del trombo. Este enfoque también reduce el riesgo de sangrado 

relacionado con procedimientos quirúrgicos, ya que minimiza el daño arterial causado por la 

micropipeta, lo que a su vez mejora significativamente la tasa de éxito del modelo. Usando 

este modelo conseguimos unos porcentajes de oclusiones estables del 88%, similar a lo 

publicado en el trabajo original (Orset et al., 2007). Elegimos un período de tratamiento de 3h 

para la administración de tPA para el estudio de la TH, basándonos en nuestro estudio previo 

(García-Yébenes et al., 2011, 2014). El metabolismo acelerado de los roedores conlleva una 

mayor susceptibilidad isquémica, y un tratamiento a las 3h se considera tardío. De esta manera, 

podemos evaluar la eficacia de la DNAsa-I, sola o con tPA, como tratamiento en fase tardía. 

 

DNAsa-I 

Nuestros nuevos datos demuestran que la administración tardía de DNAsa-I tiene un 

efecto protector en un modelo de ictus con trombos ricos en fibrina. Dicho efecto se 

manifiesta por una reducción del infarto y por una mejora neurológica. Estos datos son de gran 

importancia ya que el efecto protector de la DNAsa-I no sólo se restringe a ictus producidos 

por trombos ricos en plaquetas, como habíamos demostrado (Peña-Martínez et al., 2019), sino 

que se amplía a otros tipos de ictus. El efecto protector de la DNAsa-I se puede deber a varios 

mecanismos: i) a un efecto protector directo; ii) a un efecto en la reperfusión del gran vaso; iii) 

a una disminución de los fenómenos microtrombóticos “no-reflujo” (no-reflow) dependientes 

de NETs y iv) a cambios en la infiltración y/o polarización de los neutrófilos entre otros.  
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La DNAsa-I, al favorecer la degradación de NETs, podría tener propiedades protectoras 

directas, ya que los NETs han sido implicadas en el daño cerebral. Concretamente, los 

neutrófilos, como primer grupo de células que se infiltran en el tejido cerebral dañado, 

producen NETosis en el parénquima cerebral y en la sangre periférica que agravan la 

inflamación y el posterior daño cerebral tras el ictus (Kim et al., 2019). La NETosis también se 

se asocia a la gravedad y mortalidad en los pacientes con ictus (Vallés et al., 2017). Nuestros 

datos demuestran que el tratamiento con DNAsa-I produce una disminución importante de la 

presencia de NETs en la corteza cerebral y una disminución de la elastasa plasmática a tiempos 

muy tempranos -4 horas después de la oclusión- (elastasa como marcador de NETs; Huang et 

al., 2020). Este resultado se apoya por la correlación positiva que hemos encontrado entre la 

presencia de NETs en la corteza y los niveles plasmáticos de elastasa a las 4 horas. La falta de 

efecto en los niveles plasmáticos de elastasa a las 24 horas después de la oclusión se puede 

deber a la propia curva temporal de la NETosis tras un ictus de acuerdo a publicaciones previas 

(Cai et al., 2020) o al mismo efecto inhibidor de la segunda dosis de DNAsa-I administrada 12 

horas después de la oclusión. Aunque no hemos observado que la DNAsa-I modifique la 

infiltración de neutrófilos, sí hemos encontrado una correlación positiva entre la presencia de 

NETS en la corteza cerebral con la infiltración de neutrófilos. Estos resultados demuestran que 

la DNAsa-I protege a través de un mecanismo directo reduciendo los NETs. Nuestros datos 

corroboran datos previos de nuestro laboratorio demostrando un efecto protector de DNAsa-

I en este mismo modelo y en un modelo permanente de MCAO (Peña-Martínez et al., 2022). 

En este sentido es importante destacar que el tratamiento con DNAsa-I sí es capaz de disminuir 

el aumento de la infiltración de neutrófilos que produce la administración de tPA y también 

disminuye los niveles de NETs como veremos más adelante. Entre los mecanismos descritos 

por los que los neutrófilos producen NETosis podemos destacar HMGB1 y el receptor TLR4, 

JAK-STAT1 y LRP-1 (Hidalgo et al., 2022; Zhao et al., 2023). Nuestro grupo había demostrado 

que el TLR4 plaquetario media la formación de NETs en el modelo rico en plaquetas (Peña-

Martínez et al., 2019), y ahora demostramos que también media la formación de NETs, al 

menos en parte, en el modelo rico en fibrina como lo sugiere por una parte el menor volumen 

de infarto que encontramos en los animales deficientes de TLR4 plaquetario y por otra que la 

propia DNAsa-I deja de proteger en estos animales y con este modelo. Esto concuerda con 
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datos de la literatura (Clark et al., 2007) que muestran que el TLR4 plaquetario es responsable 

de la activación de los neutrófilos para liberar su contenido al espacio extracelular. 

Curiosamente, el agonista de TLR4, HMGB1 produce NETosis en enfermedades no infecciosas 

(Ma et al., 2016) y en modelos de trombosis venosa profunda (Stark et al., 2016) lo que apunta 

que esta molécula podría inducir NETosis en nuestro sistema. Se requieren más estudios para 

ver la implicación de JAK-STAT1 y LRP-1 en nuestro modelo. 

 

 La DNAsa-I no modifica los índices de reperfusión del flujo sanguíneo en este modelo 

y medido hasta 4 horas después de la oclusión. Sin embargo, no podemos descartar la posible 

recanalización en las siguientes 20 horas previas al sacrificio, cuestión que debería explorarse 

en futuros estudios. Estos resultados concuerdan con resultados previos que muestran que los 

niveles más bajos de NETs en trombos producidos por fibrina hacen que la administración de 

DNAsa-I sea ineficaz (Mountford et al., 2015) y con datos preliminares publicados por nuestro 

grupo en este modelo de ictus (Peña-Martínez et al., 2022), También concuerda con el efecto 

encontrado en los modelos de trombos ricos en plaquetas -con aumento de NETS- en los que 

la DNAsa-I era capaz de recanalizar con éxito el vaso sanguíneo ocluido (Peña-Martínez et al., 

2019). Es importante señalar que cuando los niveles de NETs están incrementados, como por 

ejemplo tras la administración de tPA que induce NETosis (Wang et al., 2021), la co-

administración de DNAsa-I aumenta de forma significativa la reperfusión, como veremos más 

adelante. Además, en los animales deficientes de TLR4 plaquetario que tienen niveles más 

bajos de NETs, el tPA induce un índice de reperfusión superior lo que está sugiriendo que los 

NETs contribuyen al fenómeno de no reperfusión. 

 

La DNAsa-I, al prevenir la formación de microtrombosis y fenómenos de "no reflujo", 

puede tener también efectos neuroprotectores. Es bien sabido que la eliminación del coágulo 

y recanalización de los vasos no siempre van acompañadas de reperfusión tisular, un 

fenómeno denominado "no reflujo" que se produce tanto a nivel cardíaco como cerebral 

(Kloner etal., 2018). Sólo alrededor del 50% de los pacientes tratados con tPA tienen 

reperfusión exitosa. Es probable que múltiples mecanismos contribuyan al fenómeno de 

ausencia de flujo microvascular, entre ellos la disfunción de las células endoteliales, la 
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microtrombosis, la acumulación de neutrófilos y la formación de NET, entre otros (Thålin et al., 

2016; El Amki et al., 2020). En este contexto, varios estudios han demostrado la existencia de 

oclusiones en vasos de pequeño calibre adyacentes a la zona infartada (El Amki et al., 2020). 

La obstrucción microvascular del 20-30% de los capilares del core y la penumbra se han 

asociado a neutrófilos adheridos a capilares distales; además, la eliminación de los neutrófilos 

circulantes mediante un anticuerpo anti-Ly6G, restaura la perfusión microvascular sin 

aumentar la incidencia de hemorragia (El Amki et al., 2020). Cabe destacar que se ha 

demostrado la implicación de los NET en los fenómenos de microtrombosis (Thålin et al., 2016), 

de hecho, la administración de Cl-amidina que inhibe la producción de NETs, mejora la función 

microcirculatoria coronaria (Wang et al., 2023). Por tanto, los NET podrían estar participando 

en la formación de pequeños trombos generados tras la oclusión de un vaso grande, de tal 

forma que la DNAsa-I (al favorecer la degradación de las NETs) podría ser beneficiosas en la 

resolución de los fenómenos de microtrombosis asociados al ictus, un hecho que merece ser 

estudiado con más detalle. 

 

Por último, uno de los mecanismos clásicos implicados en el daño cerebral tras un ictus 

es la infiltración de los neutrófilos, habiéndose descrito una correlación positiva entre 

neutrófilos infiltrados y daño cerebral. Además, nuestro grupo había demostrado que la 

ausencia total de TLR4 se asociaba con un menor volumen de infarto y de forma sorprendente 

con una mayor infiltración de neutrófilos que comprobamos, eran neutrófilos de fenotipo anti-

inflamatorio -N2- (García-Culebras et al., 2019). En este contexto se ha descrito que la 

capacidad de NETosis de los neutrófilos también depende de su fenotipo y de su edad (Hidalgo 

et al., 2022). Nuestros resultados muestran que el efecto protector de la DNAsa-I no se asocia 

ni a cambios en la infiltración ni en la polarización de los neutrófilos. Sin embargo, sí que 

hemos encontrado que el aumento de infiltración de neutrófilos que produce el tratamiento 

con tPA y que ya fue descrito previamente (Shi et al., 2021), está disminuido en los animales a 

los que se les co-administra la DNAsa-I. La DNAsa-I se ha descrito que inhibe la infiltración de 

neutrófilos a nivel pulmonar en un modelo animal de hemorragia subaracnoidea (Wu et al., 

2022), pero no existen trabajos que lo relacionen con infiltración a nivel cerebral. Este 

resultado, de nuevo, merece ser estudiado con mayor profundidad. 
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El tratamiento con DNAsa-I no produce sangrado. Tras la administración de DNAsa-I sólo 

se evidencia una pequeña área de sangrado, tipo petequial, 24 horas después de la MCAO, 

igual que encontramos en los animales WT. En este aspecto, se considera que la hemorragia 

petequial puede indicar una reperfusión temprana en el tejido cerebral aún viable, lo que la 

convierte en un posible marcador de buen pronóstico (Molina et al., 2002). Además, la co-

administración de DNAsa-I tampoco modifica la TH inducida por el tPA como comentaremos 

más adelante. 

 

Co-administración de DNAsa-I con tPA 

La adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA no incrementa la transformación 

hemorrágica (TH) inducida por la administración tardía del trombolítico. Este resultado es muy 

importante desde un punto de vista clínico, ya que hemos comentado que la TH se presenta 

en alrededor del 10% al 40% de los pacientes y está vinculada a un aumento en la morbilidad 

y mortalidad (Terruso et al., 2009). La gravedad de la TH puede variar desde un sangrado 

microscópico hasta hemorragias más extensas. En el ser humano, se ha asociado el aumento 

en el tiempo transcurrido desde el inicio de la isquemia hasta la reperfusión con un incremento 

en el riesgo de TH, en pacientes tratados como no tratados con tPA (Copin y Gasche, 2008). 

 

Es conocido que la alteración de la BHE, las propias células periféricas y diversas 

moléculas como la MMP9, juegan un papel fundamental en la formación de TH durante el ictus 

isquémico (Arba et al., 2021). Nosotros, ahora, demostramos que la adición de DNAsa-I al 

tratamiento con tPA, reduce por una parte los aumentos de la presencia y niveles plasmáticos 

de NETs inducidos por el tPA y por otra el aumento de infiltración neutrofílica producida por 

el tPA. 

 

La disminución de los niveles de NETs parece ser un papel crucial en la destrucción de la 

BHE. Los NETs pueden dañar el endotelio vascular y aumentar la permeabilidad vascular al 

producir proteasas citotóxicas, como histonas, elastasa, MPO y mediadores proinflamatorios. 

Los neutrófilos que producen NETs intravasculares e intraparenquimatosas alcanzan su 
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máximo a los 3-5 días. La sobreexpresión de PAD4 induce un aumento de la formación de NET 

que se acompaña de un aumento del daño de la BHE. La eliminación de neutrófilos reduce la 

ruptura de la BHE. Además, la eliminación de NETs por DNAsa-I y la inhibición de la formación 

de NET por ablación genética o inhibición farmacológica de PAD4 aumenta la reparación 

vascular y mejora la recuperación funcional (Kang et al., 2020). El tPA estimula directamente a 

los neutrófilos de ratones isquémicos para liberar NETs mediante la regulación positiva de LRP-

1 y PAD4 (Wang et al., 2021) y su eliminación con DNAsa-I reduce la degradación y la alteración 

de la BHE, disminuyendo la hemorragia inducida por tPA (Wang et al., 2021). 

 

Por otro lado, ya hemos comentado en la introducción la importancia de la MMP en los 

procesos de TH. La propia administración intravenosa de tPA puede aumentar los niveles de 

MMP-9 al activar los neutrófilos (Lakhan et al., 2013) y el propio tPA promueve la acumulación 

de neutrófilos en el cerebro isquémico (Guo et al., 2018). Los neutrófilos y el tejido cerebral 

son fuentes importantes de MMP-9 dentro de las primeras 24 h después del ictus (Jickling et 

al., 2014). Además, es importante destacar que el agotamiento de los neutrófilos previene la 

hemorragia cerebral inducida por el tPA (Gautier et al., 2014). Nuestros datos demostrando 

que la DNAsa-I reduce la infiltración neutrofílica inducida por tPA es de gran importancia para 

disminuir la TH. 

 

La adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA produce un aumento del índice de 

recanalización arterial exitosa que se asocia con una disminución del volumen de hemorragia. 

Ya hemos comentado que la tasa de recanalización arterial precoz tras la administración de 

tPA es baja (menos de la mitad de los pacientes que reciben este tratamiento). En la actualidad 

se desconocen las causas exactas de esta “resistencia al tPA” pero se cree que la composición 

del trombo desempeña un papel importante, siendo especialmente resistentes aquellos ricos 

en plaquetas (Jang et al., 1989). Diferentes estudios han demostrado que el contenido de NETs 

en el trombo se asocia con un mal pronóstico en el infarto de miocardio y el ictus, y que puede 

ser uno de los mecanismos responsables de la resistencia al tPA (Mangold et al., 2015; Laridan 

et al., 2017; Ducroux et al., 2018). Algunos autores plantean que el ADN libre de células 

(cfADN), principal estructura de los NET, podría ser la causa principal de la resistencia a la 
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fibrinólisis. Los autores demuestran que la degradación del cfADN con DNAsa-I mejora la 

fibrinolisis del tPA en modelos de hemorragia intraventricular en ratas (Xie et al., 2021). Ya 

hemos comentado que niveles bajos de NETs hacen que la administración de DNAsa-I sea 

ineficaz (Mountford et al., 2015) y que niveles elevados de NETs hacen que la reperfusión con 

DNAsa-I sea muy eficaz como nuestro grupo demostró en un modelo de trombosis rico en 

plaquetas y rico en NETs (Peña-Martínez et al., 2019). Ya hemos expuesto previamente la 

implicación de los NETs en los procesos de microtrombosis y no-reflujo. En este sentido, en un 

modelo de infarto de miocardio, las microtrombosis mediada por NET también puede 

contribuir al "no reflujo" miocárdico. Los autores demuestran que la combinación de DNAsa-I 

con tPA muestra un papel protector en la recuperación de la función miocárdica (Ge et al., 

2015). Por tanto, el aumento de los niveles de NETs inducido por el tPA, que ya había sido 

descrito (Wang et al., 2021), hace que la co-administración de DNAsa-I mejore la reperfusión 

y disminuya el volumen de hemorragia. Es importante tener en cuenta que solo evaluamos 24 

horas después de la MCAO, y no tenemos información sobre la recuperación a largo plazo. Los 

resultados a largo plazo podrían ser más prometedores, ya que otros estudios así lo han 

demostrado (Krämer et al., 2023). La influencia de factores protrombóticos (vWF) y 

fibrinolíticos (PAI-1) se discutirán en la segunda parte en relación con la influencia de los ritmos 

circadianos.    

 

Pretratamiento con aspirina 

El uso de aspirina para la prevención de ictus está recogido en las guías de tratamiento 

del ictus (Powers et al., 2019). Se ha demostrado que la profilaxis con aspirina produce una 

reducción significativa en el riesgo de ictus isquémico, pero aumenta el riesgo de ictus 

hemorrágico. En los pacientes con ictus no cardioembólico, se recomienda el uso de 

antiagregantes plaquetarios (aspirina) en lugar de anticoagulación oral para reducir el riesgo 

de ictus recurrente y otros eventos cardiovasculares. Con respecto a la profilaxis con aspirina, 

los pacientes con ictus inmóviles sin contraindicaciones, se recomienda la compresión 

neumática intermitente (CNI) además de los cuidados habituales (aspirina e hidratación) por 

encima de los cuidados habituales para reducir el riesgo de trombosis venosa profunda (TVP).  
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Como tratamiento se recomienda la administración de aspirina en pacientes con ictus en 

las 24 a 48 horas después del inicio. Para los pacientes tratados con tPA intravenosa (iv), la 

administración de aspirina se debe retrasar hasta 24 horas después, pero podría considerarse 

en presencia de condiciones concomitantes para las que se sabe que dicho tratamiento 

administrado, en ausencia de tPA iv, se sabe que proporciona un beneficio sustancial. En los 

pacientes que presentan un ictus isquémico no cardioembólico leve (NIHSS puntuación ≤3) 

que no reciben tPA iv, el tratamiento con terapia dual antiplaquetaria (aspirina y clopidogrel) 

iniciado en las 24 horas siguientes al inicio de los síntomas y continuado durante 21 días es 

eficaz para reducir el ictus isquémico recurrente durante un periodo de hasta 90 días desde el 

inicio de los síntomas. Por tanto, el tratamiento con aspirina bien en la fase aguda o bien como 

profilaxis es muy frecuente en los pacientes con ictus. De ahí la importancia de estudiar la 

influencia que puede tener un pretratamiento con aspirina en los efectos de la DNAsa-I. 

 

Hemos demostrado el tratamiento crónico con aspirina no modifica ni el efecto protector, 

ni la mejoría de los déficits neurológicos y tampoco los índices de reperfusión del tratamiento 

con DNAsa-I. Estos resultados son de gran importancia y relevancia clínica ya que supone que 

la DNAsa-I es un tratamiento seguro incluso en asociación con aspirina. 

 

Sin embargo, existen algunos aspectos que son importantes destacar. El pretratamiento 

con aspirina si aumenta la hemorragia inducida por la administración tardía de tPA como ya 

hemos comentado y se ha descrito en la literatura (Zheng et al., 2019). En este punto es 

importante destacar, que la administración de DNAsa-I conjuntamente con tPA en animales 

pretratados con aspirina, la DNAsa-I mantiene su capacidad para disminuir la hemorragia 

inducida por el trombolítico.  

 

El pre-tratamiento crónico con aspirina no produce ningún cambio significativo en la 

presencia de NETs en el tejido isquémico ni en la elastasa. La DNAsa-I mantiene su capacidad 

de disminuir los niveles de NETs en los grupos estudiados y que hemos comentado. En este 

aspecto, se ha descrito que la aspirina podría disminuir la formación de NETs, hallazgo que 
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nosotros no hemos encontrado. En un modelo experimental de lesión pulmonar aguda 

relacionada con transfusiones (TRALI), el control de la activación plaquetaria con aspirina 

redujo la formación de NETs y la lesión pulmonar. El tratamiento con DNAsa1 protegió a los 

ratones del daño por TRALI (Caudrillier et al.,2012). Este efecto de la aspirina también se ha 

descrito en diferentes neoplasias en combinación o no de DNAsa-I (Yang et al., 2020; Guy et 

al., 2023). Por tanto, este efceto de la aspirina requerirá una investigación adicional en el 

futuro. De hecho, hemos encontrado que el tratamiento con DNAsa-I en animales pretratados 

con aspirina, la DNAsa-I produce un incremento significativo de NETs en el tejido isquémico. 

No podemos explicar este efecto, pero hipotetizamos que se debe a las microhemorragias que 

encontramos en los animales isquémicos pre-tratados con aspirina. Hemos visto que 

presentan muchas hemorragias pequeñas tipo ¨petequias¨ (teñidas por la tinción DAB) y que 

no pueden ser cuantificadas por su tamaño. Estas microhemorragias podrían inducir un 

aumento de la infiltración de neutrófilos -como así hemos observado en algunos grupos de 

nuestros resultados- y por ende un aumento de la NETosis. Estos resultados requieren que se 

estudie con profundidad para determinar su implicación real.  

 

Por último, también hemos observado que la aspirina en todos los ratones con deficiencia 

de TLR aumentó significativamente el contenido de elastasa en la plasma 4 horas después de 

MCAO. No existe en la literatura trabajos que relacionen elastasa con deficiencia de TLR4 y 

aspirina y de nuevo necesitamos más estudios para corroborar dichos datos y estudiar su 

relevancia.  
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2. EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON 

DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs 

 

Los relojes circadianos son programas moleculares temporales que responden a señales 

ambientales como la luz y la alimentación para generar ritmos circadianos en la respuesta 

fisiológica, en el comportamiento, en procesos patológicos etc.., lo que incluye los ciclos de 

sueño-vigilia, la presión arterial y la secreción hormonal entre otros (Roenneberg y Merrow, 

2016). A pesar de que los genes del reloj central regulan la expresión de hasta el 40% de todos 

los genes (Rabinovich-Nikitin et al., 2019), incluyendo aquellos involucrados en la muerte 

celular y en la respuesta redox neuronal, aún se desconocen los fundamentos biológicos 

específicos de los fenómenos observados. 

 

En ictus, los estudios clínicos revelan que los de inicio nocturno (fase inactiva en los 

humanos), en comparación con los diurnos, se asocian a una mayor gravedad neurológica con 

volúmenes mayores, deterioro neurológico precoz más frecuentes y peores resultados 

funcionales a los 3 meses (Ryu et al., 2022; Reidler et al., 2023). A nivel experimental, en 

modelos transitorios de MCAO usando ratas, se demuestra que existe una progresión más 

rápida del infarto cuando se induce el ictus durante el día (fase inactiva en los roedores), en 

comparación con la noche (Esposito et al., 2020).  

 

En nuestro estudio usando un modelo de MCAO con trombos ricos en fibrina, también 

hemos encontrado que el volumen de infarto es mayor en la fase inactiva (diurno), 

corroborando datos previos y ampliando a otros modelos el efecto de los ritmos circadianos 

en el pronóstico del ictus. Existen muchos mecanismos que han sido implicados en la influencia 

de los ritmos circadianos en el ictus y que hemos revisado en la parte de la introducción (Lo et 

al., 2021). Discutiremos aquellas que están más implicadas en nuestros resultados. 

 

Hemos demostrado que los ratones en fase activa (nocturna) tienen una mayor incidencia 

de reperfusión espontánea. Se han descrito diferencias circadianas en algunos de los factores 
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implicados en el proceso de trombosis y de reperfusión que se han relacionado con el 

pronóstico del ictus. Uno de los factores implicados son los niveles de NETs. En este contexto, 

Li y colaboradores han demostrado que el ácido lisofosfátidico, un fosfolípido bioactivo 

liberado por plaquetas activadas puede activar los neutrófilos para liberar NETs, en asociación 

con vWF, fibrinógeno y fibronectina, predisponiendo a la trombosis y promoviendo la 

estabilidad de los trombos. Además, en los coágulos resistentes a tPA, la mayoría de las áreas 

estaban densamente pobladas de NETs, y la adición de DNAsa-I acelera significativamente la 

lisis de los coágulos intrapulmonares humanos (Li et al., 2020). Otro estudio demuestra que la 

reducción de plaquetas activadas en un sistema de oxigenación por membrana extracorpórea 

se asocia a una disminución en la formación de NET, lo que reduce la estabilidad del coágulo 

(Winnersbach et al., 2022). Estos datos sugieren que los NETs podrían servir como un 

andamiaje para la unión de proteínas plasmáticas y dar lugar a la formación de coágulos 

resistentes y estables. Además, se ha demostrado que la Cl-amidina que inhibe la formación 

de NETs mejora la función microcirculatoria a nivel de las coronarias y la función dependiente 

del endotelio (Wang et al., 2023). Por tanto, los NETs puede ser un factor importante que 

afecta la reperfusión espontánea. Estos datos son coherentes con el efecto encontrado en los 

modelos de trombos ricos en plaquetas en los que la DNAsa-I es capaz de recanalizar con éxito 

el vaso sanguíneo ocluido (Peña-Martínez et al., 2019). Además, concuerda con lo que hemos 

encontrado en este segundo bloque de experimentos, ya que durante la fase activa hay 

menores niveles de NETs en la corteza cerebral y de elastasa plasmática lo que facilitaría la 

reperfusión espontánea. Es importante resaltar que la demostración de que los neutrófilos 

extraídos de ratones que se les induce la MCAO durante la fase inactiva, tienen mayor 

capacidad de producir NETosis exvivo apoya de forma robusta la implicación de los NETs en el 

daño y en la reperfusión.  

 

Los resultados obtenidos con los animales DNAsa-KO refuerzan el papel de los NETs en 

estos procesos. En los animales DNAsa-KO hemos demostrado que los niveles de NETs, tanto 

a nivel cerebral como plasmáticos, son superiores a aquellos de los animales WT -validando el 

uso de estos animales- y que además se mantienen las diferencias de volumen de infarto y de 

los índices de reperfusión espontánea entre la fase inactiva y activa al igual que lo encontrado 
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en los animales WT. Además, los resultados usando los animales PAD4-KO ponen de manifiesto 

que existen otros factores -no solo los NETs- que influyen de forma relevante en este proceso. 

PAD4 se expresa en niveles elevados en los neutrófilos sanguíneos (Wang et al., 2009) y su 

inhibición reduce significativamente la citrulinación y la descondensación de las histonas, lo 

que a su vez suprime la formación de NETs (Lewis et al., 2015). Nuestros resultados usando los 

animales PAD4-KO demuestran que a pesar de que los niveles de NETs son muy pequeños, se 

mantienen las diferencias de volumen de infarto y de los índices de reperfusión espontánea.  

 

Por último, existen pocos datos -y algunos de ellos contradictorios- con respecto a las 

variaciones circadianas de los NETs. Son muchos los factores que pueden influir en las 

variaciones circadianas tales como son, el propio tejido a estudiar, la edad y el fenotipo de los 

neutrófilos, el tiempo transcurrido desde la isquemia etc. y por tanto se requieren estudios 

complementarios para establecer dicha dinámica (Adrover et al., 2020; Hidalgo et al., 2020; 

Wang et al., 2023; Zhao et al., 2023). 

 

Otro de los factores implicados en la influencia de los ritmos circadianos en el pronóstico 

del ictus es la infiltración y polarización de neutrófilos que ya hemos comentado. El 

reclutamiento de leucocitos está bajo control de los ritmos circadianos, tanto en condiciones 

fisiológicas como durante la inflamación. El recuento de neutrófilos alcanza su máximo 

durante las fases inactivas tanto en humanos (20:00-2.00 h) como en animales (12:00) 

(Casanova-Acebes et al., 2013; Schloss et al., 2016) que concuerda con nuestro hallazgo de 

mayor número de neutrófilos en sangre periférica de los ratones durante la fase inactiva, y 

mayor infiltración neutrofílica en el tejido cerebral dañado tras MCAO durante la fase activa. 

Nuestros datos demuestran que durante la fase activa -nocturna-, el menor volumen de infarto 

se correlaciona con una mayor infiltración de neutrófilos pero que se corresponde con un 

mayor porcentaje de neutrófilos antiinflamatorios YM1+ (N2), hallazgos que nuestro grupo ya 

había demostrado en animales con ausencia total de TLR4 (García-Culebras et al., 2019).  

 

Se ha descrito que los neutrófilos circulantes experimentan fluctuaciones circadianas que 

afectan no solo su número como hemos visto, sino también su fenotipo y/o su edad (Hidalgo 
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et al., 2022). Este cambio espontáneo a lo largo del tiempo se conoce como envejecimiento 

de los neutrófilos que también experimentan oscilaciones circadianas. Se distinguen 

neutrófilos frescos (CD62L hi) y neutrófilos envejecidos (CXCR4 hi, CD62L lo). Los neutrófilos 

envejecidos están elevados durante la fase inactiva, eliminándose al final de este periodo 

(Casanova-Acebes et al., 2013; Adrover et al., 2020), representan un subconjunto muy activo 

que muestra una mayor activación de la integrina αMβ2 y formación de NETs en condiciones 

inflamatorias (Zhang et al., 2015). El envejecimiento de los neutrófilos está impulsado por la 

microbiota a través de vías de señalización mediadas por el receptor TLR y el factor 88 de 

diferenciación mieloide (Zhang et al., 2015; Uhl et al., 2016). Nuestros datos se 

corresponderían con neutrófilos envejecidos, pero no hemos determinado el fenotipo y se 

requerirían más estudios para su confirmación. Además, todavía no está del todo bien definido 

la relación entre los fenotipos N1 y N2 y los neutrófilos frescos y envejecidos ya que existen 

estudios contradictorios (Durán-Laforet et al., 2021). Todos estos hallazgos pueden tener 

relevancia traslacional ya que las oscilaciones circadianas también se encuentran en los 

neutrófilos humanos (Ella et al., 2016; Adrover et al., 2020). 

 

Otro de los mecanismos que podría ser responsable de los resultados que hemos 

encontrado, es la ritmicidad circadiana de algunos factores hemostáticos implicados en el 

proceso de trombosis y de reperfusión. El tPA activo endógeno es inversamente proporcional 

a los niveles del inhibidor del activador del plasminógeno-1 (PAI-1; Angleton et al., 1989). El 

PAI-1 muestra una ritmicidad circadiana, alcanzando su máximo durante la mañana -fase 

activa- en humanos (Angleton et al., 1989; Scheer y Shea, 2014) y durante la noche -fase activa- 

en roedores (Ohkura et al., 2006). Estos cambios circadianos son dependientes de relojes 

circadianos -Cry1/Cry2- y Bmal1- (Ohkura et al., 2006; Hemmeryckx et al., 2019) y también son 

dependientes del tejido ya que el cerebro, por ejemplo, responde de diferente forma 

(Hemmeryckx et al., 2019). Se ha sugerido que los niveles de PAI-1 elevados desempeña un 

papel en el pico matutino de eventos cardiovasculares en humanos (Scheer y Shea, 2014).  

 

El factor von Willebrand (FvW) se reconoce cada vez más como un factor importante en 

la patología y fisiopatología del coágulo del ictus. El FvW es la mayor glicoproteína plasmática 
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circulante que media en la trombosis al reclutar plaquetas a los sitios de lesión vascular. El FvW 

es escindido por la metaloproteasa ADAMTS13 que media en la trombólisis de oclusiones 

resistentes al tPA en el ictus isquémico en ratones (Denorme et al. 2016). Es importante señalar 

que se han descrito variaciones diurnas del factor von Willebrand, con un pico por la mañana 

en humanos (Timm et al., 2014). Estos estados protrombóticos e hipofibrinolíticos que 

parecen ocurrir durante la fase activa (Carmona et al., 2020; Liu et al., 2021) no explicarían 

nuestros resultados de mejor pronóstico y mayor incidencia de reperfusión espontánea. En 

este sentido es importante destacar que no hemos determinado los niveles de estos factores 

hemostáticos, que no conocemos si el propio proceso de la inducción del ictus modifica de 

alguna forma los ritmos circadianos descritos para estas moléculas y que pueden también 

existir diferencias a nivel central como ya hemos comentado. Por tanto, se requieren estudios 

más amplios para aclarar la implicación de este mecanismo. 

 

El efecto protector de la DNAsa-I que hemos encontrado, solo se produce cuando se 

administra durante la fase inactiva. Nuestros datos cobran especial relevancia si tenemos en 

cuenta que en la actualidad están en marcha dos ensayos clínicos con DNAsa-I diseñados para 

mejorar los índices de reperfusión temprana (EXTEND-IA DNAsa; NCT05203224) o para 

disminuir la inflamación sistémica asociada al ictus (ReSCInD; NCT05880524). En estos casos 

los tratamientos se están administrando a los pacientes durante el día (fase activa).  

 

Ya hemos comentado la importancia de los ritmos circadianos en la eficacia de diferentes 

tratamientos. Incluso se ha señalado como factor importante en la falta de traslacionalidad de 

la eficacia de los fármacos cerebroprotectores usados en modelos animales de ictus, a la 

ineficacia de estos fármacos en los ensayos clínicos realizados en pacientes diagnosticados de 

ictus (Lo et al., 2021; Tiedt et al., 2022). La administración nocturna (fase inactiva) de 

antihipertensivos, en comparación con la administración diurna, mejora los perfiles generales 

de la presión arterial durante 24 horas (Bowles et al., 2018). De igual modo, la administración 

nocturna de aspirina en dosis bajas, en comparación con la administración al despertar, reduce 

de manera más significativa la reactividad plaquetaria matutina, la cual está influida por el 

sistema circadiano y se lleva a cabo a través de las vías dependientes de la ciclooxigenasa 
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1(COX-1) (Bonten et al., 2015). Ya hemos visto anteriormente que los niveles de trombogénesis 

y trombólisis endógena varían según la hora del día en que se inicia el ictus. Las evidencias 

preliminares también sugieren que la trombólisis sistémica y la trombectomía endovascular 

parecen que podrían ser más eficaces si se administran durante la mañana (fase activa) 

(Lorenzano et a., 2014; Hajdu et al., 2021; Burbano et al., 2023). Además, los pacientes con 

vasos recanalizados después de la trombólisis tienen niveles más bajos de PAI-1 al ingreso que 

los de los pacientes en quienes el tPA no induce la recanalización (Ribo et al., 2004). Con todo, 

aún está por explorar si el ritmo circadiano de PAI-1 es responsable de la dependencia diurna 

de la eficacia del tPA. Sin embargo, otros autores destacan que el estado protrombótico e 

hipofibrinolítico de la mañana (fase activa) puede contribuir a que el tratamiento con tPA sea 

menos eficaz por la mañana (Carmona et al., 2020; Liu et al., 2021).    

  

La eficacia de la DNAsa-I durante la fase inactiva se corresponde con los datos de mayores 

niveles de NETs en corteza cerebral y de elastasa plasmática que hemos encontrado durante 

dicha fase en comparación con la fase activa. Además, los hallazgos encontrados en los ratones 

PAD4-KO corroboran nuestros resultados, ya que cuando los niveles de NETs son muy bajos, la 

DNAsa-I deja de producir efecto protector en cualquiera de las fases estudiadas. Estos 

resultados son similares a los de otros experimentos en modelos de ictus y otros modelos de 

enfermedades (Suzuki et al., 2020; Patel et al., 2023). Los resultados con los ratones DNAsa-

KO también corroboran nuestros resultados ya que cuando los niveles de NETs son muy 

elevados, como hemos encontrado a las 4 y 24h en plasma y sólo durante la fase inactiva, la 

DNAsa-I sigue mostrando su eficacia sólo durante esta fase y no durante la fase activa en la 

que los niveles son bajos. En este sentido, la actividad endógena de la DNAsa puede tener un 

papel importante en estos procesos. De hecho, se ha implicado en el desarrollo (Kenny et al., 

2019) y en el pronóstico de enfermedades como el lupus (Hakkim et al., 2010; Bruschi et al., 

2020) y nosotros hemos demostrado que los polimorfismos de DNAsa tienen también un papel 

muy importante en el ictus (Diaz-Benito et al., 2022). Por tanto, se requieren estudios sobre la 

actividad endógena y/o los polimorfismos de DNAsa para establecer con claridad su papel. 
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En resumen, nuestros resultados demuestran que la administración de DNAsa-I es un 

tratamiento eficaz y seguro en modelos de ictus, no sólo en modelos tromboembólicos de 

trombos ricos en plaquetas -como habíamos previamente demostrado- sino también en 

trombos ricos en fibrina. El mecanismo de acción por el que la DNAsa-I produce su efecto 

protector no está totalmente establecido, pero ahora hemos demostrado que la disminución 

de los procesos de NETosis interviene de forma muy importante en el efecto encontrado sin 

afectar la infiltración o polarización de los neutrófilos. Además, el tratamiento único con 

DNAsa-I no produce sangrado, y cuando se coadministra con tPA aumenta los índices de 

recanalización, disminuye la hemorragia cuando se produce reperfusión y no aumenta la 

transformación hemorrágica inducida por la administración tardía del trombolítico. Por último, 

es importante destacar que la DNAsa-I es eficaz cuando se administra durante la fase inactiva 

y que el pre-tratamiento con antiagregantes plaquetarios (aspirina) no altera el efecto 

protector de dicho fármaco. Nuestros datos cobran especial relevancia si tenemos en cuenta 

que en la actualidad están en marcha dos ensayos clínicos con DNAsa-I diseñados para mejorar 

los índices de reperfusión temprana (EXTEND-IA DNAsa) o para disminuir la inflamación 

sistémica asociada al ictus (ReSCInD). Se requieren estudios más amplios para determinar con 

exactitud la eficacia de este tratamiento, los mecanismos implicados y su traslación a la clínica.   
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs Y 

DEL RECEPTOR TLR4 PLAQUETARIO 

1. El tratamiento con DNAsa-I reduce de forma significa�va el volumen de infarto y

produce una mejora de los síntomas neurológicos.

2. El tratamiento con DNAsa-I reduce la presencia de NETs en la corteza cerebral y la

concentración plasmá�ca de elastasa.

3. El efecto protector de la DNAsa-I no se relaciona ni con cambios en los índices de

reperfusión (espontánea o exitosa) ni con cambios en la infiltración o polarización de

los neutrófilos. El tratamiento con DNAsa-I no produce sangrado.

4. Existe una correlación posi�va entre la presencia de NETs en la corteza cerebral, los

niveles plasmá�cos de elastasa y la infiltración neutro�lica.

5. La adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA no incrementa la transformación

hemorrágica (TH) inducida por la administración tardía del trombolí�co.

6. La adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA, reduce: i) los aumentos de la presencia

y niveles plasmá�cos de NETs inducidos por el tPA y ii) el aumento de infiltración

neutro�lica producida por el tPA

7. La adición de DNAsa-I al tratamiento con tPA produce: i) un aumento del índice de

recanalización arterial exitosa; ii) una mejora significa�va de los síntomas neurológicos

y iii) una disminución del volumen de hemorragia en los animales que reperfunden.

8. El pre-tratamiento crónico con aspirina, en general, no produce ningún cambio en los

efectos protectores que produce la DNAsa-I ni en la ausencia de sangrado que hemos

encontrado.

EFECTO DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL TRATAMIENTO CON DNAsa-I EN EL ICTUS 

ISQUÉMICO. FUNCIÓN DE LOS NETs 

1. Hemos encontrado un infarto mayor y un peor estado neurológico en los animales,

cuando la oclusión se produce durante la fase inac�va. Este efecto se asocia con: i) un

menor porcentaje de reperfusiones espontáneas, ii) un aumento de la presencia de

NETs en el tejido cerebral, de los niveles plasmá�cos de elastasa y de la capacidad de
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producir NETosis exvivo y iii) un menor número de neutrófilos que se corresponde con 

un menor porcentaje de neutrófilos YM1+. 

2. El efecto protector de la DNAsa-I sólo se produce cuando se administra durante la fase

inac�va. Además, se relaciona con una disminución de la presencia de NETs y de los

niveles plasmá�cos de elastasa durante la fase inac�va.

3. El efecto protector de la DNAsa-I no se relaciona ni con cambios en los porcentajes de

reperfusión ni con cambios en la infiltración o polarización de neutrófilos.

4. En los ratones PAD4 KO, encontramos los siguientes hallazgos: i) se man�ene el efecto

de los ritmos circadianos en el volumen de infarto, ii) los niveles de NETs son menores

que en los animales WT y iii) el tratamiento con DNAsa-I no produce efecto protector.

5. En los ratones DNAsa KO, encontramos los siguientes hallazgos: i) se man�ene el

efecto de los ritmos circadianos en el volumen de infarto, ii) los niveles de NETs son

superiores a los vistos en los animales WT y iii) observamos los mismos hallazgos con

el tratamiento con DNAsa-I que aquellos encontrados en los animales WT.
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EFFECT OF DNAse-I TREATMENT IN ISCHEMIC STROKE: ROLE OF NETs AND THE PLATELET TLR4 

RECEPTOR. 

1. DNAse-I treatment significantly reduces infarct volume and produces an

improvement in neurological symptoms. 

2. DNAse-I treatment reduces the presence of NETs in the cerebral cortex and plasma

elastase concentration. 

3. The protective effect of DNAse-I is neither related to changes in reperfusion rates

(spontaneous or successful) nor to changes in neutrophil infiltration or polarization. Treatment 

with DNAse-I does not produce bleeding. 

4. There is a positive correlation between the presence of NETs in the cerebral cortex,

plasma levels of elastase and neutrophilic infiltration. 

5. The addition of DNAse-I to tPA treatment does not increase hemorrhagic

transformation (HT) induced by late administration of the thrombolytic. 

6. The addition of DNAse-I to tPA treatment reduces: i) the increases in the presence

and plasma levels of NETs induced by tPA and ii) the increase in neutrophilic infiltration 

produced by tPA. 

7. The addition of DNAse-I to tPA treatment produces: i) an increase in the rate of

successful arterial recanalization; ii) a significant improvement in neurological symptoms and 

iii) a decrease in the volume of hemorrhage in reperfused animals.

8. Chronic pretreatment with aspirin, in general, does not produce any change in the

protective effects produced by DNAse-I nor in the absence of bleeding that we have found. 

EFFECT OF CIRCADIAN RITTERS ON DNAse-I TREATMENT IN ISCHEMIC STROKE. ROLE OF NETs. 

1. We have found a greater infarction and a worse neurological status in animals when

occlusion occurs during the inactive phase. This effect is associated with: i) a lower percentage 

of spontaneous reperfusion, ii) an increase in the presence of NETs in brain tissue, plasma 

levels of elastase and the ability to produce NETosis exvivo and iii) a lower number of 

neutrophils corresponding to a lower percentage of YM1+ neutrophils. 

2. The protective effect of DNAse-I only occurs when administered during the inactive

phase. In addition, it is related to a decrease in the presence of NETs and plasma levels of 
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elastase during the inactive phase. 

3. The protective effect of DNAse-I is neither related to changes in reperfusion rates nor

to changes in neutrophil infiltration or polarization. 

4. In PAD4 KO mice, we found the following findings: i) the effect of circadian rhythms

on infarct volume is maintained, ii) NETs levels are lower than in WT animals and iii) DNAse-I 

treatment does not produce a protective effect. 

5. In DNAse KO mice, we found the following findings: i) the effect of circadian rhythms

on infarct volume is maintained, ii) NETs levels are higher than those seen in WT animals and 

iii) we observed the same findings with DNAse-I treatment as those found in WT animals.
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