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El cerebro humano es, en relación con su peso (2% de la masa corporal), el 

órgano que mayor cantidad de energía consume; recibe el 20% del gasto cardíaco y 

consume el 25% de O2 y glucosa disponibles. Por su falta de sistemas de 

almacenamiento de sustratos energéticos, el cerebro humano es absolutamente 

dependiente del aporte continuado de sangre: bastan 10 segundos de interrupción 

del flujo sanguíneo para que un humano pierda la consciencia; después de 20 

segundos cesa la actividad eléctrica, y al cabo de unos pocos minutos se 

manifiestan déficits neurológicos que pueden persistir durante toda la vida del 

individuo o incluso ocasionarle la muerte. El cerebro se protege frente a estas 

situaciones mediante determinados mecanismos anatómicos y funcionales que 

tienden a preservar el flujo sanguíneo en territorios deficitarios a partir de la 

irrigación de territorios perfundidos normalmente. Únicamente cuando se saturan 

estos sistemas de seguridad empieza a desarrollarse el daño cerebral. 

 

1. EPIDEMIOLOGÍA Y CLASIFICACIÓN DEL ICTUS 

El accidente cerebrovascular agudo (ictus) es un trastorno neurológico 

originado por la disminución brusca del aporte sanguíneo cerebral. En todo el 

mundo el ictus es responsable de la muerte de 5’5 millones de personas cada año. 

En Estados Unidos alrededor de 700.000 personas sufren un ictus cada año, lo que 

supone una incidencia de algo más de 200 casos por cada 100.000 habitantes. Una 

cifra similar se registra en España, lo que origina que cada año unos 80.000 

españoles sufran algún tipo de accidente cerebrovascular. De ellos, un 10-12% 

mueren antes de los 30 días, y los que logran sobrevivir presentan un riesgo muy 

alto de sufrir un nuevo ictus durante los 6 meses posteriores. De los pacientes que 

sobreviven, dos tercios viven con déficits moderados, y el tercio restante quedan 

completamente incapacitados. En España el ictus es la segunda causa de muerte en 

los hombres después de las enfermedades isquémicas cardíacas, y en las mujeres la 

primera. Además, supone la primera causa de invalidez permanente y la segunda de 
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demencia. En la Comunidad Valenciana se registran aproximadamente 10.000 ictus 

al año, de los cuales alrededor de 600 ingresan en el Hospital La Fe de Valencia. 

El ictus es una enfermedad heterogénea con más de 150 causas descritas. La 

mayoría de los registros de ictus han fracasado en el intento de establecer la causa 

en un 25-39% de los pacientes. Este grupo de ictus (los llamados “ictus 

criptogénicos”) deberían ser objeto de investigación clínica en el futuro. La 

clasificación de los subtipos de ictus puede tener diferentes propósitos; por 

ejemplo, describir las características de los pacientes en un ensayo clínico, agrupar 

pacientes en un estudio epidemiológico, fenotipar cuidadosamente pacientes en un 

estudio genético, y clasificar pacientes para la toma de decisiones terapéuticas en la 

práctica diaria. A lo largo de los años se han propuesto diferentes tipos de 

clasificación del ictus: 1) la clasificación del “National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke (NINDS) Stroke Data Base”; 2) la clasificación del 

“Oxfordshire Community Stroke Project (OCSP)”; la clasificación 

mayoritariamente utilizada del Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment 

(TOAST)”; y 4) otras clasificaciones como la del “Laussane Stroke Registry” y el 

“Étude du profil Génétique de l’Infarctus Cérébral (GÉNIC)”. Todas ellas tienen 

sus debilidades y sus fortalezas (Amarenco y cols., 2009a). 

 Recientemente se ha propuesto una nueva clasificación de “fenotipado de 

ictus” completo, es decir, la etiología del ictus y la presencia de todas las patologías 

subyacentes divididas por grados de severidad, a diferencia de las clasificaciones 

anteriores basadas únicamente en la causa más probable del ictus. El primer paso 

consiste en graduar a cada paciente en cada uno de los 4 grupos principales de ictus 

isquémico: “A” de “atherosclerosis”; “S” de “small vessel disease” (enfermedad de 

vasos pequeños); “C” de “cardiac source” (origen cardíaco); y “O” de “other 

causes” (otras causas). Cada uno de estos fenotipos viene graduado del 1 al 3: 1 de 

“indudablemente una causa potencial de ictus”; 2 de “causalidad dudosa”; y 3 de 

“improbable causa directa del ictus” (pero la patología está presente). Cuando la 

patología está completamente ausente, el grado es “0”; cuando la gradación no es 
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posible debido a una información insuficiente o ausente, el grado es 9. Por último, 

se añaden 3 niveles para los instrumentos diagnósticos utilizados: nivel A, 

demostración directa por criterios o tests “gold-standard”; nivel B, evidencia 

indirecta o tests y criterios menos sensibles o específicos; nivel C, evidencia débil 

en ausencia de tests o criterios específicos. Por ejemplo, un paciente con una 

estenosis sintomática ipsilateral del 70%, leucoaraiosis, fibrilación auricular y 

recuento plaquetario de 700.000/mm
3
 se clasificaría como A1-S3-C1-O3. El 

mismo paciente con una estenosis ipsilateral del 70%, sin imagen cerebral, ECG 

normal e imagen cardíaca normal se clasificaría como A1-S9-C0-O3. La 

clasificación exhaustiva de los diferentes tipo de ictus según esta aproximación 

puede consultarse en la descripción original de Amarenco y cols. (2009b). 

 

2. ISQUEMIA CEREBRAL 

El fenómeno común a todos los tipos de ictus isquémicos es la isquemia 

cerebral, que se define como “la reducción del aporte sanguíneo hasta unos 

niveles insuficientes para mantener el metabolismo y funcionamiento normal de las 

células cerebrales”. Dependiendo de la intensidad y la duración de la isquemia, de 

su localización en el cerebro, y del calibre y distribución de los vasos sanguíneos 

implicados, el deterioro de la función cerebral puede ser temporal o permanente, 

focal o más generalizado, debutar de forma súbita o aparecer de forma progresiva, 

y abarcar desde síntomas imperceptibles hasta la muerte. Si la perfusión cerebral se 

restablece de forma espontánea y los síntomas neurológicos desaparecen, el 

episodio se denomina accidente isquémico transitorio (“transient ischemic attack”, 

TIA). Si la situación desencadenante persiste, se instaura el daño cerebral 

permanente y los déficits neurológicos se vuelven irreversibles, episodio 

denominado ictus isquémico (Flynn y cols., 2008). Recientemente se ha postulado 

que los términos convencionales TIA e ictus isquémico son principalmente 

descriptivos y basados en los síntomas y signos clínicos y, como tales, 

proporcionan escasa información acerca de la patología subyacente. Con la 
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creciente disponibilidad de las técnicas de imagen cerebral se han difuminado los 

límites entre ambas condiciones: los TIA se asocian de hecho con daño cerebral 

permanente, mientras que evidencias de daño cerebral permanente pueden hallarse 

en pacientes que no han experimentado ningún síntoma (Flynn y cols., 2008). 

De acuerdo con el “estudio Framingham”, el 87% de los ictus son de tipo 

isquémico, y tienen su origen en el estrechamiento gradual (aterotrombosis) o en la 

oclusión súbita (trombo-embolismo) de alguna de las grandes arterias cerebrales; el 

13% restante son de tipo hemorrágico y están originados por la rotura de un vaso 

sanguíneo en el parénquima (hemorragia intracerebral) o en la superficie cerebral 

(hemorragia subaracnoidea) (Wolf y cols., 1992). Si bien estos porcentajes son 

válidos para Estados Unidos y Europa, no lo son para países del Lejano Oriente, en 

los que la incidencia de los episodios hemorrágicos es de 2 a 3 veces superior 

(Flynn y cols., 2008). Un total del 65% de ictus de tipo oclusivo presentan lesiones 

en el territorio de la arteria cerebral media, el 2% en el de la arteria cerebral 

anterior, y el 9% en el de la arteria cerebral posterior. Un 15% presentan lesiones 

en el tronco encefálico y en el cerebelo, y el resto en regiones múltiples o limítrofes 

(Bogousslavsky y cols., 1988). Estos y otros muchos estudios epidemiológicos 

demuestran que la isquemia focal en el territorio de la arteria cerebral media es la 

causa dominante de ictus. 

En el caso del ictus isquémico se establece la llamada lesión de ictus (Symon 

y cols., 1974), que consiste en un núcleo central densamente isquémico en el que 

tiene lugar la perdida celular irreversible (infarto), rodeado por áreas de isquemia 

de menor intensidad en las que las células se encuentran estructuralmente intactas 

pero funcionalmente inactivas (penumbra isquémica). La penumbra isquémica 

incluye a su vez dos áreas: las isquémicas, que se recuperan espontáneamente 

(oligohemia benigna), y las que progresan a cambios irreversibles a menos que se 

instaure un tratamiento adecuado. Los factores que determinan la progresión de la 

penumbra al infarto son: la eficacia de la circulación colateral, la duración de la 

isquemia, y el estado funcional y metabólico previos de la célula. Desde el punto 
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de vista clínico, la penumbra es la diana más relevante y el foco de las 

investigaciones más numerosas. 

La lesión de ictus se corresponde con los denominados “umbrales de flujo 

sanguíneo cerebral (FSC)”. Los umbrales de FSC más ampliamente aceptados son 

20 y 10 ml/min por 100 g de tejido (40% y 20% del valor basal de 50 ml/min por 

100 g, respectivamente). El tejido sano (incluyendo la oligohemia benigna) registra 

tasas de FSC superiores a 20 ml/min por 100 g; la penumbra registra tasas de entre 

20 y 10 ml/min por 100 g; el núcleo isquémico registra tasas inferiores a 10 ml/min 

por 100 g. Debe destacarse que estos umbrales de FSC se han registrado en 

experimentos con animales, y su fiabilidad diagnóstica en humanos aún no ha sido 

establecida (Ginsberg, 2003). Una revisión reciente de las evidencias disponibles 

acerca de los umbrales de FSC para la penumbra y el núcleo isquémico en 

pacientes de ictus, demuestra que la variabilidad de dichos umbrales es muy 

elevada: entre 14.1 y 35.0 ml/min por 100 g para la penumbra, y entre 4.8 y 8.4 

ml/min por 100 g para el núcleo isquémico (Bandera y cols., 2006). 

 

3. FISIOPATOLOGÍA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL: la 

cascada isquémica 

La persistencia de la isquemia desencadena una sucesión de eventos 

bioquímicos y moleculares que han recibido la denominación conjunta de cascada 

isquémica, la cual culmina en la muerte celular y en la instauración del  infarto 

cerebral. El conocimiento de la cascada isquémica constituye la base para el 

desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento o prevención del ictus.  

Las etapas principales de la cascada isquémica son las siguientes: 

a) Excitotoxicidad: el binomio Ca
2+

-glutamato (Figura 1).  

Como consecuencia de la interrupción del aporte de O2 las reservas 

energéticas (ATP y fosfocreatina) se agotan, y las células empiezan a metabolizar 

la glucosa de forma anaerobia. El resultado es, por una parte, la generación de 

ácido láctico (lactoacidosis), y por otra el cese de todas las reacciones y 
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mecanismos dependientes de ATP, entre los que se encuentran las bombas 

intercambiadoras de iones como la bomba Na
+
/K

+
 dependiente de ATP. Esto se 

traduce en la incapacidad de la célula para recaptar K
+
 por lo que se produce 

finalmente la despolarización anóxica con entrada masiva de Ca
2+

 y el 

consiguiente incremento de su concentración intracelular ([Ca
2+

]i). Otros 

mecanismos, como la inhibición de la bomba Mg
2+

/Ca
2+

 del retículo endoplásmico 

o la acidosis causada por la acumulación de ácido láctico, contribuyen al 

incremento adicional de la [Ca
2+

]i (Folbergrová y cols., 1990; Doyle y cols., 2008).  

A los fenómenos descritos se suma la liberación masiva del neurotransmisor 

excitador glutamato, cuyo efecto tóxico sobre las células ha sido acuñado con el 

término de excitotoxicidad. De forma resumida, la grave caída de los niveles de 

ATP en el núcleo isquémico da lugar a la despolarización de neuronas 

presinápticas que liberan un exceso de glutamato al medio extracelular, a la vez se 

produce una reversión de los transportadores encargados de su recaptación, lo que 

en conjunto, provoca una acumulación de glutamato en la hendidura sináptica y por 

tanto una sobreactivación de sus receptores específicos (Rossi y cols., 2000). Como 

consecuencia aún se incrementa más la [Ca
2+

]i (Tsubokawa y cols., 1994; 1996; 

Paschen, 1996). La consecuencia de este fenómeno es la activación masiva de 

enzimas catabólicos (Edvinsson y Krause, 2002). 
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Figura 1. Consecuencias del agotamiento de energía en la fase hiperaguda de la isquemia 

cerebral. La disfunción de las bombas intercambiadoras de iones junto con la lactoacidosis 

originada por la activación de la via anaeróbica, determinan la sobrecarga intracelular de 

Ca
2+

 y la activación masiva de enzimas catabólicos. [Ca
2+

]i = concentración intracelular 

de Ca
2+

; [Glu]e = concentración extracelular de glutamato; FSC = flujo sanguíneo 

cerebral; VOOC = canales de Ca
2+

 operados por voltaje. 

 

b) Estrés oxidativo (Figura 2).  
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enzimáticos (vitaminas E y C o glutatión). Sin embargo, la exposición de las 

células a concentraciones anormalmente elevadas de RLs y EROs resulta nociva; 
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etiología de numerosas enfermedades degenerativas del sistema nervioso, como la 
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enfermedad de Parkinson (Adams y Odunze, 1991) o la  enfermedad de Alzheimer 

(Markesbery, 1997), así como en el envejecimiento (Samson y Nelson, 2000) y la 

isquemia cerebral (Peters y cols., 1998). En el caso de la isquemia focal 

permanente, la producción de radicales libres ocurre especialmente en la zona de 

penumbra isquémica, debido a que en esta zona la pO2 está parcialmente 

preservada por la circulación colateral. Si tiene lugar la reperfusión, la 

reoxigenación del tejido genera numerosas reacciones de oxidación enzimáticas y 

no enzimáticas que originan oxidantes altamente reactivos y por lo tanto una 

exacerbación del estrés oxidativo (Chan, 2001).  

De entre los diferentes tipos de RLs generados durante la isquemia y 

reperfusión cabe destacar el papel del óxido nítrico (NO). El NO se sintetiza en 

muchos tipos celulares a partir de L-arginina por una familia de tres isoenzimas 

denominadas NO sintasas (NOS): neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible 

(iNOS). Las isoformas nNOS y eNOS se expresan constitutivamente en las 

neuronas y el endotelio respectivamente, la isoforma iNOS, en cambio, es la 

isoforma inducible que se expresa fundamentalmente como respuesta a estímulos 

inflamatorios. Se ha demostrado que durante y tras la isquemia cerebral se produce 

un incremento rápido y transitorio de NO (Kader y cols.,1993; Malinski y cols., 

1993; Tominaga y cols., 1993). Esta sobreproducción de NO en el cerebro es 

consecuencia de la sobreactivación de las tres isoformas de la NOS, de forma que 

mientras que el NO producido por eNOS es beneficioso ya que induce una 

vasodilatación local, el NO producido por las isoformas nNOS e iNOS tiene 

efectos neurotóxicos que se deben fundamentalmente a su capacidad para 

reaccionar con el radical superóxido  (O2
-
) y formar peroxinitrito (ONOO

-
), uno de 

los oxidantes más potentes y en gran parte responsable del daño celular causado 

por estrés oxidativo como nitración de proteínas, peroxidación lipídica y daño al 

ADN. 

Otra fuente importante de radicales libres durante la isquemia son las 

fosfolipasas A2. Éstas, son un grupo de enzimas cuya función es hidrolizar  
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fosfolípidos de membrana liberando lisofosfolípidos y ácidos grasos como el 

araquidónico (AA) y el ácido docosahexanoico (DHA), ambos presentes en los 

fosfolípidos de las membranas neuronales. Durante la isquemia el aumento de la 

[Ca
+2

] intracelular induce su sobreactivación provocando acumulación de los 

ácidos grasos AA y DHA, sustratos a partir de los cuales las enzimas 

ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LOX) generan radicales libres y especies 

reactivas del oxígeno como anión superóxido (O2
-
) y radical hidroxilo (OH

-
). Este 

anión superóxido  reacciona con el NO producido por las diferentes isoformas de 

NOS formando peroxinitrito cuyo potente papel como oxidante ya ha sido 

comentado (Torregrosa y cols., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.- Principales vías de formación de radicales libres y especies reactivas de 

oxígeno. En condiciones fisiológicas el anión superóxido (O2
.-
) generado por diferentes 

vías enzimáticas es catalizado por el enzima superóxido dismutasa (SOD) a H2O2, el cual 

sigue las vías de detoxificación que se indican. Cuando durante la isquemia se produce en 

exceso, el O2
.- 

reacciona con el NO generado tras el aumento de la actividad NO sintasa 

(NOS), dando lugar a peroxinitrito (ONOO
-
) el cual degrada a las biomoléculas 

principales. La peroxidación no enzimática de los ácidos grasos libres, ácido araquidónico 

(AA) y ácido docosahexaenoico (DHA), genera los aldehídos 4-hidroxinonenal (4-HNE) y 

4-hidroxihexenal (4-HHE) respectivamente, los cuales contribuyen a la degradación de las 

biomoléculas principales. L-Arg = L-Arginina; COX = ciclooxigenasa; GPx = glutation 

peroxidasa; LOX = lipoxigenasa; MPO = mieloperoxidasa; NADPH-O = NADPH 

oxidasa; PLA2 = fosfolipasa A2; XO = xantina oxidasa.  

 

O2
• –

L-Arg NO
NOS

D
e
sa

co
p
la

m
ie

n
to

Nucleótidos 
de adenina

XO
NADPH-O

O2 Respiración mitocondrial

4-HNE

4-HHE

H2O2

SOD

GPx

Catalasa

MPO

R. Fenton •OH
R. Haber-Weiss

H2O

HOCl

OH –

ONOO –

COX
LOX

DAÑO A:
- Lípidos
- Proteínas
- ADN

AA

PLA2

Acilasas

DHAFosfolípidos de 
membrana

O2
• –

L-Arg NO
NOS

D
e
sa

co
p
la

m
ie

n
to

Nucleótidos 
de adenina

XO
NADPH-O

O2 Respiración mitocondrial

4-HNE

4-HHE

H2O2

SOD

GPx

Catalasa

MPO

R. Fenton •OH
R. Haber-Weiss

H2O

HOCl

OH –

GPx

Catalasa

MPO

R. Fenton •OH
R. Haber-Weiss

H2O

HOCl

OH –

ONOO –

COX
LOX

DAÑO A:
- Lípidos
- Proteínas
- ADN

AA

PLA2

Acilasas

DHAFosfolípidos de 
membrana AAAA

PLA2

Acilasas

DHADHAFosfolípidos de 
membrana

 



María Castelló Ruiz                                                                                Introducción 

 - 12 - 

c) Inflamación (Figura 3). 

Durante la isquemia se originan factores proinflamatorios como citoquinas y 

quimioquinas en un amplio grupo de tipos celulares: células endoteliales, 

microglia, neuronas, plaquetas, leucocitos y fibroblastos (Huang y cols., 2006). Las 

citoquinas son mediadores críticos de la inflamación que regulan al alza la 

expresión de moléculas de adhesión como integrinas (ICAM-1, ICAM-2) o 

selectinas (E-selectina, P-selectina) favoreciendo con ello la adhesión de leucocitos 

a las paredes de las células endoteliales.  La rotura de la barrera hemato-encefálica 

subsiguiente a la isquemia favorecerá la entrada de estos leucocitos adheridos hacia 

el parénquima cerebral, proceso determinante para la inducción del daño isquémico 

(Doyle y cols., 2008). 

Una vez infiltrados en el parénquima cerebral, los neutrofilos promueven el 

daño tisular liberando RLs y enzimas proteolíticos (Doyle y cols., 2008). Este 

fenómeno, unido a la activación de la microglía, podría ser el responsable del 

agravamiento de la lesión isquémica. Sin embargo, es importante señalar que no 

todos las factores proinflamatorios contribuyen a la muerte neuronal; algunos de 

ellos como la citoquina TGF-β (Doyle y cols., 2008) o la IL-10 (Planas y cols., 

2006; Wang y cols., 2007; Mehta y cols., 2007) podrían tener un papel importante 

en la supervivencia celular.  

También juegan un papel importante en los procesos inflamatorios 

determinados enzimas relacionados con el estrés oxidativo como son la sintasa 

inducible de óxido nítrico (iNOS) y algunas fosfolipasas. La presencia de estímulos 

inflamatorios induce intensamente la actividad de iNOS (presente en los neutrofilos 

infiltrados y las neuronas) y de otros enzimas inducibles (ej. ciclooxigenasa, COX-

2), que generan un incremento en la producción de NO y prostanoides 

respectivamente, lo que al parecer contribuyen a la citotoxicidad inducida por la 

inflamación (Iadecola y cols., 1995). 
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Figura 3.- Rutas que contribuyen al desarrollo de la respuesta inflamatoria durante la 

isquemia. La acción conjunta de los productos de degradación de los fosfolípidos de 

membrana (parte superior), la producción de otros mediadores inflamatorios como las 

citokinas y las quimiokinas (parte izquierda), y la expresión de moléculas de adhesión 

celular (parte inferior), contribuyen al deterioro de la barrera hematoencefálica (BHE) y a 

la infiltración de los leucocitos en el tejido cerebral. AA = ácido araquidónico; COX = 

ciclooxigenasa; DHA = ácido docosahexaenoico; ICAM = molécula de adhesión 

intercelular; IL = interleukina; LOX = lipoxigenasa; MCP-1 = proteína quimioatrayente 

de monocitos-1; MIP-1 = proteína inflamatoria de macrófagos-1; PAF = factor 

activador de las plaquetas; PLA2 = fosfolipasa A2; TGF- = factor de crecimiento 

transformante-; TNF- = factor de necrosis tumoral-; VCAM = molécula de adhesión 

celular vascular. 
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 Durante la isquemia, la apoptosis se desencadena como respuesta a 

diferentes estímulos: glutamato, Ca
2+

, radicales libres, daño mitocondrial, factores 

inflamatorios, etc. La célula sufre entonces una serie de cambios morfológicos y 

bioquímicos a través de diferentes etapas que terminan con la degradación del 

ADN y de la infraestructura celular. La mitocondria tiene un papel importante en la 

apoptosis. Como consecuencia de los estímulos deletéreos anteriormente 

mencionados, la mitocondria puede formar poros en su membrana externa por 

donde escapan determinadas proteínas apoptogénicas como el citocromo c. Esta 

proteína, junto a otras forma el apoptosoma responsable en último término de la 

activación de la caspasa-3, verdadero ejecutor que activa la fragmentación del 

ADN (Doyle y cols., 2008). Cabe destacar el papel de las proteínas de la familia 

Bcl-2  en la apoptosis: mientras que miembros de esta familia como Bak, Bad, Bim 

o Bid son proapoptóticas porque promueven la formación de poros en la membrana 

mitocondrial por donde escapan las proteínas apoptogénicas, otros como Bcl-2, 

Bcl-XL o Bcl-w tienen la acción opuesta: impiden la formación de poros y por 

tanto tienen un papel antiapoptótico (Christophe y Nicolas, 2006).  
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Figura 4.- Principales vías de señalización intracelular activadas por la isquemia. En la 

parte derecha se muestran los principales factores procedentes de la mitocondria, cuyas 

interacciones conducen a la apoptosis. En la parte izquierda se esquematizan las vías de 

señalización cuya activación tiene efectos antiapoptóticos. AIF = factor inductor de 

apoptosis; Apaf-1 = factor-1 de actividad proteasa apoptótico; BDNF = factor 

neurotrófico derivado del cerebro; CAD = DNasa activada por caspasas; CREB = unión a 

los elementos de respuesta AMPc; ELK-1 = factor de transcripción nuclear-1; ERK = 

kinasas reguladas por señal extracelular; FOXO = forkhead box subgrupo O; HSP = 

proteínas de estrés térmico; IEG = genes de expresión inmediata; IGF-1 = factor de 

crecimiento semejante a la insulina-1; JNK/SAPK = kinasa c-Jun N-terminal/kinasa de 

proteínas activada por estrés; MAPK = kinasas de proteínas activadas por mitógenos; NF-

B = factor nuclear-B; NGF = factor de crecimiento nervioso; PI3K/Akt = kinasa de 

proteína B; PARP = poli-ADP ribosa polimerasa; ROS = especies reactivas del oxígeno. 

Smac/DIABLO = segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria/proteína 

directa de unión IAP con bajo p/. 
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4. TERAPÉUTICA DEL ICTUS 

A pesar de los importantes progresos en el conocimiento de la fisiopatología 

del ictus, hasta la fecha los fármacos que han resultado ser eficaces en los ensayos 

preclínicos no han confirmado su eficacia en los pacientes de ictus. Las 

aproximaciones al tratamiento del ictus desarrolladas hasta el momento pueden 

agruparse en tres clases: 1) terapias para favorecer la disolución del elemento 

oclusor (trombolíticas); 2) terapias dirigidas a aumentar la tolerancia celular a la 

isquemia promoviendo finalmente su recuperación funcional (neuroprotección); y 

3) terapias, farmacológicas o celulares, dirigidas a potenciar los mecanismos de 

supervivencia celular endógenos y la generación de nuevas neuronas 

(neurorreparación). 

El análisis del Stroke Trials Registry (http://www.strokecenter.org/trials/) en 

Octubre de 2008 revela 235 ensayos clínicos acerca del ictus isquémico agudo. De 

éstos, 81 (34%) han utilizado terapias anticoagulantes o trombolíticas; 12 (5%) han 

examinado intervenciones mecánicas (cirugía); y 5 (2%) han examinado ambas 

modalidades combinadas. Por lo tanto, aproximadamente el 42% se han centrado 

en mecanismos para recanalizar los vasos ocluidos. El otro gran grupo incluye las 

terapias contra la excitotoxicidad tras la isquemia-reperfusión: 35 ensayos (15%) 

han utilizado antagonistas del glutamato, del ácido -aminobutírico (GABA), de los 

canales iónicos, etc. 

Por lo que respecta a las terapias de recanalización, la única aprobada por la 

FDA (US Food and Drug Administration) para el tratamiento agudo del ictus 

consiste en la administración intravenosa del activador de plasminógeno tisular 

(tPA), agente trombolítico que promueve la disolución del trombo oclusor 

permitiendo la rápida restauración del flujo sanguíneo cerebral. Sin embargo, la 

realidad es que el uso de tPA queda restringido al 3-5% de los pacientes debido a 

su corta ventana terapéutica, de tan sólo 3 horas, y al aumento de complicaciones 

hemorrágicas tras su administración (Weinberger, 2006; Green, 2008). Con el fin 

de salvar estas limitaciones se siguen desarrollando nuevas terapias trombolíticas 

http://www.strokecenter.org/trials/
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que van desde la búsqueda de agentes fibrinolíticos, como la prourokinasa  (Furlan 

y cols., 1999) o la desmoteplasa (Hacke y cols., 2005; Furlan y cols., 2006), hasta 

el desarrollo de agentes físicos que permitan la rápida disolución del trombo como 

pueden ser el uso de catéteres endovasculares, la sonolisis o la embolectomía 

(Sacco y cols., 2007). 

El uso de sustancias anticoagulantes, como la heparina y el argatroban, o de 

sustancias antiagregantes como la aspirina, el clopidogrel o los inhibidores de la 

glicoproteína IIb/IIIa plaquetaria, que permitan mejorar el flujo sanguíneo en la 

zona de isquemia, es otra de las posibilidades que se contemplan para el 

tratamiento y/o prevención del ictus (terapia antitrombótica) (International Stroke 

Trial Collaborative Group, 1997; Tanahashi y Fukuuchi, 2002; Khaja y Grotta., 

2007). 

Sin embargo, tanto la terapia trombolítica como la antitrombótica únicamente 

serían eficaces en la restauración rápida del flujo sanguíneo cerebral pero no en la 

recuperación neuronal. Para ello se han desarrollado sustancias capaces de 

interferir en la cascada isquémica reduciendo o previniendo la muerte celular de la 

zona de penumbra; estas sustancias reciben el nombre de agentes neuroprotectores. 

Por tanto, podemos definir la neuroprotección como la estrategia que antagoniza, 

interrumpe o enlentece la secuencia de los eventos bioquímicos y moleculares que 

componen la cascada isquémica (Ginsberg, 2008), y que han sido descritos en el 

apartado anterior. Así pues, se han desarrollado fármacos antagonistas de los 

canales de Ca
2+

, fármacos que atenúan el daño causado por la excitotoxicidad, ya 

sea por inhibición de la liberación de glutamato o bloqueando los receptores 

NMDA, fármacos inhibidores de la apoptosis, fármacos que disminuyen el daño 

causado por estrés oxidativo, o fármacos que actúan minimizando los procesos 

inflamatorios que acompañan a la isquemia (Weinberger, 2006; Green, 2008; 

Ginsberg, 2008). 

Un gran número de estos fármacos neuroprotectores han demostrado ser muy 

prometedores para el tratamiento del ictus en modelos animales; sin embargo, han 



María Castelló Ruiz                                                                                Introducción 

 - 18 - 

fallado estrepitosamente cuando su uso se ha trasladado a humanos en los 

diferentes estudios clínicos (Ginsberg, 2008). Las razones propuestas para explicar 

estas discrepancias entre los resultados son muchas y variadas (De Keyser y cols., 

1999; Alonso de Leciñana y cols., 2001; Wahlgreen y Ahmed, 2004). El uso de 

animales jóvenes y sanos con tamaños de infarto homogéneos y bien localizados, a 

los que se administran los fármacos en cortas ventanas terapéuticas (menos de 3 

horas) y en dosis elevadas (incluso tóxicas) sin causarles ningún daño, unido a las 

diferencias anatómicas, fisiológicas y de respuesta al daño celular existentes entre 

animales y humanos, han sido las principales críticas formuladas contra estos 

modelos (Danton y Dalton Dietrich, 2004; Martínez-Vila e Irimia, 2005). Por otro 

lado, la inclusión en los diferentes estudios clínicos de pacientes de avanzada edad, 

con múltiples factores de riesgo vascular e infartos de tamaño y localización muy 

variables, a los que se les administra el fármaco presuntamente neuroprotector con 

una amplia ventana terapéutica (superior a 6 horas en la mayoría de los casos, 

tiempo en el que ningún fármaco ha demostrado tener eficacia neuroprotectora), y 

en dosis inferiores a las utilizadas en animales para evitar posibles efectos 

secundarios, también contribuyen a la discrepancia entre resultados, lo que ha 

llevado, en la mayoría de las ocasiones, al rechazo prematuro de muchos fármacos 

con elevado potencial neuroprotector (Martínez-Vila e Irimia., 2005; Weinberger, 

2006; Ginsberg, 2008).  

Pese a todo ello, se siguen depositando grandes esperanzas en la búsqueda de 

nuevas terapias neuroprotectoras. Actualmente el concepto de que un único 

fármaco pueda bloquear la cascada isquémica y disminuir la muerte neuronal es 

poco realista, por lo que las terapias neuroprotectoras que se siguen desarrollando 

pasan por la combinación de diferentes terapias (por ejemplo la trombolítica con la 

neuroprotectora con el uso de tPA y Magnesio) (Ginsberg, 2008), o la búsqueda de 

una combinación de diferentes fármacos neuroprotectores que bloqueen la cascada 

isquémica en diferentes niveles o incluso un único fármaco que tenga varios 

mecanismos de acción que le permitan actuar sobre diferentes puntos de la cascada 
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isquémica. Además, un nuevo tipo de tratamiento está cobrando interés en los 

últimos tiempos; es la llamada “terapia neurorreparadora”, terapia basada en el uso 

de células madre (Gao y cols., 2005; Qu y cols., 2007; Zacharek y cols., 2007; 

Locatelli y cols., 2009) o sustancias farmacológicas (Zhang y cols., 2006; Cui y 

cols., 2007; Chopp y Li, 2008) con capacidad para estimular mecanismos de 

reparación endógenos que están presentes pero en bajos niveles, que permitirían 

una mejora funcional del individuo administrados incluso semanas o meses 

después del accidente isquémico. 

 

5. PREVENCIÓN DEL ICTUS 

Parece evidente, después de lo expuesto, que la mayoría de los esfuerzos se 

han concentrado en las intervenciones agudas una vez se ha producido el ictus. Sin 

embargo, algunas de estas aproximaciones podrían ser mucho más eficaces si se 

instauraran antes del ictus en grupos con alto riesgo de padecer la enfermedad: es la 

“neuroprotección profiláctica” o “prevención primaria” del ictus. El primer paso de 

esta vía consiste en la identificación de los factores de riesgo. 

La estimación del riesgo de padecer un primer ictus es de la máxima 

importancia. Numerosos factores pueden contribuir al riesgo de ictus, y no son 

pocos los pacientes que presentan más de uno. Sin embargo, algunos de estos 

factores no están suficientemente documentados, por lo que se carece de 

tratamientos específicos. Los factores de riesgo se clasifican de acuerdo con su 

potencial para ser modificados (no modificables, modificables y potencialmente 

modificables) y la solidez de las evidencias (bien documentados o no tan bien 

documentados). Los factores de riesgo no modificables son: edad, sexo, bajo peso 

en el nacimiento, raza/etnia y factores genéticos. Los factores de riesgo 

modificables y bien documentados son: hipertensión, exposición al humo del 

tabaco, diabetes, fibrilación auricular y otras condiciones cardíacas, dislipemia, 

estenosis carotídea, anemia falciforme, terapia hormonal postmenopáusica, dieta 

pobre, inactividad física, y obesidad y distribución de la grasa corporal. Factores de 
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riesgo peor documentados o potencialmente modificables son: síndrome 

metabólico, alcoholismo, drogadicción, anticonceptivos orales, alteraciones de la 

respiración durante el sueño, migraña, hiperhomocisteinemia, lipoproteína A 

elevada, fosfolipasa asociada a lipoproteínas elevada, hipercoagulabilidad, 

inflamación e infección (Goldstein y cols., 2006). 

Algunos de los factores de riesgo que se acaban de mencionar están en 

relación directa con la dieta, por lo que la influencia de la dieta sobre el riesgo de 

ictus se ha convertido en un área de investigación preferente. Un extenso estudio 

epidemiológico sobre las pautas dietéticas y el riesgo de ictus en 71.768 mujeres 

estadounidenses de edades comprendidas entre los 38 y los 63 años, sugiere que las 

mujeres con una dieta que los autores denominan “prudente” (ingesta elevada de 

frutas, verduras, legumbres, pescado y cereales integrales), presentaron un riesgo 

relativo de ictus inferior al de mujeres que siguieron una dieta “Oeste” (ingesta 

elevada de carnes rojas, cereales refinados y dulces) (Fung y cols., 2004). Por otra 

parte, diferentes estudios experimentales sugieren que la inclusión en la dieta de 

determinados componentes o suplementos de origen vegetal como polifenoles del 

té (Negishi y cols., 2004; Suzuki y cols., 2004), extractos de Ginkgo biloba (Sasaki 

y cols., 2002) y flavonoides de Crataegus (Zhang y cols., 2004), pueden tener un 

efecto neuroprotector en el ictus.  

5.1. Ictus e hipertensión  

Estudios epidemiológicos tan completos como el conocido “estudio 

Framingham” demuestran que la hipertensión arterial, especialmente la sistólica, es 

el factor de riesgo modificable más importante en el ictus. Varias son las causas 

que explican la estrecha relación entre hipertensión e incremento del riesgo de 

ictus. La primera es su capacidad para acelerar los procesos ateroscleróticos. La 

hipertensión contribuye a la rotura de la barrera endotelial, causando daños severos 

sobre las células endoteliales que conducen a la formación de las placas de ateroma 

iniciando el proceso aterosclerótico (Veglio y cols., 2009). El crecimiento o la 

rotura de estas placas ateroscleróticas ocasiona ictus de tipo isquémico por 
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estenosis o embolismo arterial, respectivamente. En segundo lugar, la hipertensión 

induce cambios adaptativos en las arterias cerebrales que provocan una reducción 

del diámetro interno vascular, ya sea por crecimiento (remodelación hipertrófica) o 

reordenación (remodelación eutrófica) de las células musculares, y rigidez de la 

pared vascular debido al incremento del contenido de colágeno (Baumbach y 

Heistad, 1988). Estos cambios en la arquitectura vascular inducen cambios 

funcionales tales como la alteración de los mecanismos de relajación endotelio-

dependientes de los vasos sanguíneos cerebrales (Yang y cols., 1991; Didion y 

cols., 2000; Kazama y cols., 2003), o la alteración de los mecanismos de 

autorregulación cerebral. En este último caso, la reducción de la luz vascular y el 

incremento de la resistencia cerebrovascular provocan el desplazamiento de la 

curva de autorregulación hacia la derecha; es decir, que se requieren mayores 

presiones de perfusión para mantener constante el flujo sanguíneo cerebral (Barry, 

1985; Baumbach y Heistad, 1988), lo que se traduce en un aumento de la 

susceptibilidad del cerebro a la isquemia, ya que los vasos cerebrales no son 

capaces de compensar caídas de la presión de perfusión (Immink y cols., 2004).  

Por otro lado, diferentes evidencias experimentales sugieren que el estrés 

oxidativo participa en el desarrollo y mantenimiento de la hipertensión. Estudios 

recientes demuestran un aumento del estrés oxidativo en el cerebro de las dos cepas 

de ratas ampliamente utilizadas para el estudio de la hipertensión, las ratas SHR 

(Spontaneously Hypertensive Rats) y las ratas SHRSP (Stroke Prone 

Spontaneously Hipertensive Rats) (Lee y cols., 2004; Kishi y cols., 2004; Tai y 

cols., 2005), y un incremento de los marcadores de estrés oxidativo en pacientes 

con hipertensión esencial (Fortuño y cols., 2004; Ward y cols., 2004). En 

condiciones fisiológicas las células vasculares producen,  de una forma controlada 

y a bajas concentraciones, EROs que funcionan como moléculas de señalización 

para el mantenimiento de la integridad vascular regulando la función endotelial y la 

contracción-relajación vascular (Touyz, 2004). El aumento de los niveles de EROs 

que se produce bajo condiciones patológicas, ocasiona un aumento del crecimiento 
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de las células musculares lisas, invasión de monocitos, peroxidación lipídica, 

inflamación y un aumento de la deposición extracelular de proteínas de matriz, 

factores importantes que contribuyen al daño vascular causado por hipertensión 

(Diep y cols., 2002; Taniyama y Griendling, 2003). Además, la capacidad del  

anión superóxido para reaccionar con el NO y formar peroxinitrito reduce su 

biodisponibilidad, lo que perjudica la función endotelial causando (entre otros) el 

descenso de la capacidad vasodilatadora endotelio-dependiente característico de la 

hipertensión (Zalba y cols., 2001; Polizio y cols., 2009).  

5.2. Ictus y género 

El género es un factor importante en la epidemiología del ictus. Se ha 

objetivado que las mujeres en edad fértil presentan una menor incidencia  y una 

menor susceptibilidad al daño cerebral tras el ictus que los hombres de la misma 

edad (Alkayed y cols., 2000; White, 2002). Sin embargo, esta situación de 

privilegio se pierde tras la menopausia (Brass, 2004; Bushnell, 2006). Resulta 

inevitable sugerir, por lo tanto, que las hormonas ováricas constituyen un 

mecanismo de prevención de determinadas patologías vasculares, entre ellas el 

ictus.  

 

6. POTENCIAL DEL ESTRÓGENO EN LA PREVENCIÓN Y 

TRATAMIENTO DEL ICTUS 

Además de las evidencias obtenidas en humanos, diferentes estudios 

experimentales con modelos de isquemia cerebral han demostrado que los animales 

hembra presentan volúmenes de infarto menores que los machos de la misma edad 

y las hembras ovariectomizadas (Alkayed y cols., 1998; Park y cols., 2006), y que 

la administración exógena de estrógeno reduce el volumen de infarto cerebral tras 

la isquemia cerebral global y focal en ratas, ratones y jerbos hembra 

ovariectomizadas (Simpkins y cols., 1997; Rusa y cols., 1999; Jover y cols., 2002; 

Shughrue y Merchenthaler, 2003), en ratas y jerbos macho (Toung y cols., 1998; 
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Miller y cols., 2005), y en ratas hembra senescentes (Alkayed y cols., 1999; Dubal 

y Wise, 2001).  

El estrógeno podría estar ejerciendo esta actividad neuroprotectora gracias a 

diferentes efectos vasculares: 

1. Efectos anti-aterogénicos. El estrógeno, por sus acciones como inhibidor 

de la adherencia de monocitos a la pared endotelial (Nathan y cols., 1999), 

por su capacidad para disminuir las lipoproteínas de baja densidad (LDLs) 

y aumentar las de alta densidad (HDLs) (The writing group for the PEPI 

trial, 1995), y por su capacidad para promover la re-endotelizacción del 

vaso sanguíneo (Morales y cols., 1995; Krasinski y cols., 1997; Arnal y 

cols., 2007), es capaz de prevenir la formación de placas de ateroma.  

2. Efectos vasodilatadores. El estrógeno, a través del aumento de la expresión 

génica de enzimas productores de sustancias vasodilatadoras (Weiner y 

cols., 1994; Binko y Majewski, 1998), a través de la regulación de canales 

iónicos, y a través del aumento de la liberación de óxido nítrico (NO) 

(Mikkola y Clarkson, 2002),  media la dilatación de los vasos sanguíneos. 

3. Efecto anti-hipertensor. Los efectos vasodilatadores del estrógeno a nivel 

sistémico serían los responsables de su acción antihipertensora. 

 

 

 

 

 

 

 

* 
Los estrógenos son un grupo de hormonas esteroideas bioquímicamente relacionadas que 

desempeñan un importante papel en la fisiología cardiovascular y de la reproducción en la 

mujer. Los estrógenos humanos más importantes son la estrona, el estriol y el 17-β 

estradiol, siendo éste último el estrógeno natural más potente. En el presente trabajo, se 

utilizará tanto el término genérico estrógeno, como los más específicos, estradiol o 17-β 

estradiol. 
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Además, el estrógeno podría ejercer neuroprotección por su interferencia en 

diferentes puntos de la cascada isquémica: 

1. Estrés oxidativo. El estrógeno disminuyen el daño cerebral ocasionado por 

los radicales libres, ya sea por su acción directa como agente antioxidante 

inhibiendo la peroxidación lipídica (Singh y cols., 2006), o a través de la 

preservación de enzimas antioxidantes endógenos como glutation 

peroxidasa (GPx) o la Mn-superóxido dismutasa (Mn-SOD) (Borrás y 

cols., 2005).   

2. Inflamación. Diferentes evidencias experimentales ponen de manifiesto 

que el estrógeno suprime factores pro-inflamatorios como radicales libres, 

citoquinas, quimioquinas y la iNOS, y aumenta la producción de citoquinas 

y quimioquinas anti-inflamatorias y otros factores de crecimiento (Maggi y 

cols., 2004). El estrógeno también tiene efectos sobre la microglia, donde 

actúa reduciendo la producción de radicales libres y citoquinas pro-

inflamatorias, inhibiendo la expresión de iNOS, (Vegeto y cols., 2003), 

prostaglandinas, y metaloproteasas de matriz (MMP-9), previniendo los 

cambios morfológicos que ocurren en la microglia durante la respuesta 

inflamatoria (Vegeto y cols., 2001; 2004) y disminuyendo su actividad 

fagocítica (Bruce-Keller y cols., 2000). En astrocitos, el estrógeno es capaz 

de suprimir la expresión de la proteína acídica fibrilar glial (GFAP), 

disminuyendo así el daño inflamatorio (Garcia-Ovejero y cols., 2002; 

Vegeto y cols., 2003). 

3. Aumento de la [Ca
2+

]i. Tras una estimulación excitotóxica  (Nilsen y cols., 

2002; Nilsen y Brinton, 2003) o pro-oxidante (Wang y cols., 2001; Wang y 

cols., 2003), el estrógeno es capaz de prevenir el aumento de la [Ca
2+

]i 

citosólico y mitocondrial, disminuyendo así el daño celular que se produce 

en los primeros pasos de la cascada isquémica. 
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4. Alteraciones de la membrana mitocondrial. El estrógeno previene la 

ruptura del potencial de membrana mitocondrial, lo que previene a su vez 

la liberación de factores pro-apoptóticos (Singh y cols., 2006).  

5. Excitotoxicidad. El estrógeno aumenta la expresión de transportadores de 

glutamato, como GLAST (“glutamate/aspartate transporter”) o GLT-1 

(“glutamate transporter-1”) en astrocitos, lo que se traduce en la reducción 

de los niveles de glutamato extracelular y en el menor daño excitotóxico 

(Pawlak y cols., 2005). 

6. Apoptosis. A través de mecanismos genómicos el estrógeno induce la 

expresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 (Hoffman y cols., 2006; 

Suzuki y cols., 2006; Prokai y Simpkins, 2007) o Bcl-x (Stoltzner y cols., 

2001), regula a la baja la expresión de proteínas apoptóticas como BAX 

(“Bcl-2 associated X protein”) (Sribnik y cols., 2004) o de genes de 

expresión inmediata (IEGs) como c-fos (Rau y cols., 2003a), atenúa la 

activación del marcador de apoptosis caspasa-3, e inhibe la fragmentación 

del ADN (Rau y cols., 2003b). Además el estrógeno puede inducir la 

expresión de genes esenciales para el mantenimiento de la arquitectura 

celular (Scoville y cols., 1997; Shah y cols., 2003). 

Estos efectos parecen estar mediados por mecanismos genómicos y no 

genómicos (Figura 5). 

Los mecanismos genómicos se basan en la activación de los receptores 

estrogénicos (Estrogen Receptors, ERs) nucleares, que se expresan 

constitutivamente en muchas áreas cerebrales. Cuando el estrógeno se une a ellos, 

promueve su dimerización y translocación hasta el núcleo celular, donde se asocian 

con secuencias específicas del ADN (Estrogen-Response Element, ERE), e inician 

la transcripción génica (Singh y cols., 2006; Prokai y Simpkins, 2007). Se han 

identificado dos isoformas del ER: ER-α y ER-β. Estas dos isoformas son genética 

y funcionalmente diferentes ya que, aunque tienen un 97% de homología en sus 

secuencias de unión al ADN (Tremblay y cols., 1997), difieren en su afinidad de 
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unión a ligando (con una homología de tan solo el 60%) y en sus patrones de 

expresión espacio-temporales (Kuiper y cols., 1997). Así pues, mientras que 

algunos estudios sugieren que el estrógeno ejerce su papel neuroprotector a través 

de ER-α (Gollapudi y Oblinger, 1999), otros afirman que lo hace a través de ER-β 

(Sawada y cols., 2000). Además, nuevos miembros de la familia de receptores 

estrogénicos están siendo identificados en la actualidad, como es el caso de ER-γ 

(Heard y cols., 2000; Hawkins y cols., 2000; Hentschke y Borgmeyer, 2003), de   

p-ER (Toran-Allerand, 2004) o ER-46 (Li y cols., 2003). 

Los mecanismos no genómicos parecen ser los responsables de las respuestas 

rápidas que el estrógeno ejerce sobre las células, y que difícilmente podrían ser 

explicadas por una modulación transcripcional. Estos mecanismos suponen la 

activación de diferentes rutas de señalización celular que pueden ser 

independientes de ER, como es el caso de la acción antioxidante del estrógeno, o 

dependientes de ERs extranucleares, que podrían ser simplemente pools de ER-α y 

ER-β presentes en la membrana y citoplasma celulares que al unirse a estrógeno 

interactuarían con diferentes vías intracelulares regulando rápidamente la expresión 

de genes neuroprotectores (Toran-Allerand, 2004; Prokai y Simpkins, 2007), o 

nuevos receptores estrogénicos, como el recientemente identificado ER-X, que 

estaría asociado a la membrana plasmática y sería capaz de activar la cascada de 

MAPK e inducir así neuroprotección mediada por estrógeno (Toran-Allerand, 

2004). 
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Figura 5: Mecanismos genómicos y no genómicos que median el efecto de 17β-estradiol. 

La unión de la hormona a los ERE (“elementos de respuesta al estrógeno”) modula la 

transcripción génica (mecanismos genómicos). La interacción de la hormona con 

receptores localizados en la membrana plasmática, activa determinadas vías de 

señalización intracelular. La activación de ambos mecanismos, junto con el efecto 

antioxidante de la hormona, son los responsables de sus efectos beneficiosos sobre la 

función celular.  

 

 

7. TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA 

En virtud de los aparentes efectos beneficiosos del estrógeno, hace unos 25 

años se empezó a prescribir un suplemento hormonal de estrógeno y/o 

progesterona para mujeres postmenopáusicas, con el fin de eliminar los síntomas 

indeseables asociados a la menopausia (sofocos, pesadillas, insomnio, sequedad 

vaginal), así como de evitar la osteoporosis y las complicaciones cardiovasculares. 
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Este tratamiento recibió la denominación de Terapia Hormonal Sustitutiva (THS), 

que en principio se suponía eficaz y bien tolerado.   

Las expectativas suscitadas por la THS se han visto truncadas durante el desarrollo 

de diferentes estudios clínicos diseñados para estudiar su eficacia. Los principales 

son el WHI (“Women´s Health Initiative”) (Rossouw y cols., 2002; Klaiber y cols., 

2005; Mohandas y Mehta, 2007), y el HERS (“Heart and Estrogen/progestin 

Replacement Study”) (Hulley y cols., 1998; Simon y cols., 2001). Los resultados 

obtenidos han llevado a la interrupción inmediata de la THS porque revelaron que 

los riesgos derivados del tratamiento hormonal superaban a sus beneficios. En el 

WHI, por ejemplo, se objetivaron incrementos del 22% de los casos de cáncer de 

mama, del 29% de enfermedades cardiovasculares, y del 41% de ictus (Manson y 

cols., 2003; Rossouw y cols., 2002; Anderson y cols., 2004; Mattar y cols., 2008). 

No obstante, la polémica continúa abierta ya que se han detectado errores 

metodológicos graves en el diseño de ambos estudios relacionados, principalmente, 

con la edad de las mujeres incluidas, la dosis y el tipo de administración del 

preparado hormonal. Más del 70% de las mujeres incluidas en el WHI tenían 

edades superiores a los 60 años; es decir, habían transcurrido varios años desde el 

fin de la menopausia hasta el inicio de la terapia hormonal, lo que las predispondría 

a padecer una arterioesclerosis subclínica (Harman y cols., 2005a; Klaiber y cols., 

2005). Por otro lado, muchos de los datos que demuestran un efecto cardiovascular 

positivo del estrógeno están basados en su administración cíclica (10-14 días al 

mes) y no diaria (Grodstein y cols., 2003), lo que proporcionaría a la mujer 

postmenopáusica unos niveles hormonales similares a los de su etapa 

premenopáusica. Además, deberían estudiarse nuevas vías de administración del 

combinado hormonal como, por ejemplo, el uso de parches transdérmicos, que 

permitirían administrar dosis menores de estrógeno (Scarabin y cols., 2003; 

Mohandas y Mehta, 2007). Así pues, ha surgido la necesidad de diseñar nuevos 

estudios epidemiológicos, como el KEEPS (“Kronos Early Estrogen Prevention 

Study”) (Harman y cols., 2005b), con el fin de corregir los errores atribuidos al 
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WHI y al HERS. No obstante, hasta que se obtengan resultados más prometedores, 

en la actualidad no se recomienda la prescripción de la THS. 

El presunto fracaso de la THS ha estimulado la búsqueda de compuestos 

alternativos, sustancias que reproduzcan los efectos beneficiosos de la THS y que 

estén desprovistas de sus efectos nocivos. Unos buenos candidatos son los 

moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (“Selective Estrogen 

Receptor Modulators”, SERMs), compuestos naturales o sintéticos que muestran 

una actividad agonista o antagonista del estrógeno según el tejido diana sobre el 

que actúan. Así pues, un SERM ideal funcionaría como antagonista en mama y 

útero, y como agonista en hueso, cerebro y sistema cardiovascular (Garrido y cols., 

2003). Este es el caso de SERMs sintéticos como Tamoxifeno o Raloxifeno, 

fármacos utilizados para el tratamiento del cáncer de mama y la osteoporosis 

respectivamente, y que podrían tener un papel protector frente a la enfermedad 

cardiovascular (Mikkola y Clarkson., 2002; Nandur y cols., 2004). Otros SERMs 

son los fitoestrógenos. 

 

8. FITOESTRÓGENOS 

Los fitoestrógenos son un grupo de polifenoles presentes en la dieta, 

procedentes de varias especies vegetales y que se caracterizan por poseer cierta 

actividad estrogénica debido a su similitud estructural con el 17 β-estradiol. Los 

fitoestrógenos se dividen en tres grupos: las isoflavonas, los lignanos y los 

cumestanos.  De estos, las isoflavonas son las más abundantes y las mejor 

estudiadas por su interés nutricional y terapéutico. La principal fuente de 

isoflavonas en la dieta humana es la soja, en la que se encuentran principalmente 

las isoflavonas genistina, daidzina y glicitina, cuyas formas activas genisteína, 

daidzeína, y gliciteína han demostrado en el laboratorio tener actividad estrogénica 

(Vincent y Fitzpatrick, 2000; Krebs y cols., 2004), pero las isoflavonas también 

están presentes en otros vegetales como el trébol rojo donde las encontramos en 
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forma de biocanina A y formononetina, precursores de genisteína y daidzeína 

respectivamente (Setchell y cols., 2001; Ososki y Kennelly, 2003) (Figura 6). 

Estudios epidemiológicos realizados en poblaciones asiáticas han 

demostrado que la incidencia de tumores hormono-dependientes (Mense y cols., 

2008), de sintomatología vasomotora propia de la menopausia (sofocos) (Boulet y 

cols., 1994; Murkies y cols., 1998), de fracturas osteoporóticas (Usui, 2006) y de 

enfermedad cardiovascular (Beagelhole, 1990), es mucho menor que en 

poblaciones occidentales. Estas ventajas desaparecen cuando los asiáticos adoptan 

hábitos nutricionales propios de las poblaciones occidentales, lo que sugiere que su 

estilo de vida y no los factores genéticos serían los responsables de la baja 

incidencia de estas enfermedades (Adlercreutz y Mazur, 1997). Estas 

observaciones han llevado a buscar una respuesta en la dieta asiática. La soja forma 

parte de la dieta tradicional asiática y puesto que es muy rica en isoflavonas, se ha 

postulado que éstas podrían ser las responsables de dicha protección. De este 

modo, las isoflavonas quedarían encuadradas como uno de los grupos de 

ingredientes funcionales, es decir, de ingredientes alimentarios cuyas acciones 

biológicas van más allá de las puramente nutricionales, aportando beneficios para 

la salud (Palacios, 2002). 
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Figura 6: Clasificación de los fitoestrógenos. En rojo se indican los fitoestrógenos de 

origen vegetal de los tipos isoflavonas, lignanos  y cumestanos,  y en cursiva los de origen 

animal tras la biotransformación de sus correspondientes precursores vegetales. 

 

8.1.- Metabolismo de las isoflavonas 

Los fitoestrógenos, en su forma nativa en los vegetales se encuentran como 

precursores, y solamente después de ser ingeridos y mediante la acción enzimática 

de las bacterias intestinales se transforman en sus formas activas, las cuales son 

entonces absorbidas a través del epitelio intestinal (Adlercreutz, 1990; Setchell y  

Cassidy, 1999). Las isoflavonas, en concreto, se presentan en la soja en sus formas 

inactivas (glucósidos) genistina, daidzina y glicitina. Las glucosidasas de la 

microflora intestinal se encargan de romper el enlace entre la glucosa y la 

isoflavona, dando lugar a las formas activas (agliconas) genisteína, daidzeína y 

gliciteína, que son absorbidas por la mucosa intestinal y transportadas por la vena 

porta al hígado donde, por acción de las enzimas glucuroniltransferasas y 

sulfotransferasas, forman conjugados de glucurónidos y sulfatos, siendo la 
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glucuronización la principal vía de biotransformación de las isoflavonas (Stafiakos, 

1997). Tras este primer paso hepático las formas activas pueden pasar a la 

circulación general o seguir la vía enterohepática por la que vuelven al intestino 

donde la microflora colónica vuelve a actuar sobre ellas produciendo metabolitos 

como equol y O-demetilangolesina (O-DMA), derivados de la daidzeína, o p-etil-

fenol, derivado de la genisteína (Rice y Whitehead, 2008). Así pues, tan solo un 

tercio de las isoflavonas circulantes lo hacen como agliconas libres; los dos tercios 

restantes son convertidos a metabolitos cuya acción, al menos en el caso del equol, 

es mucho más potente que la de su forma nativa (Atkinson y cols., 2005). Tanto las 

isoflavonas libres como sus metabolitos circulan libremente por el plasma con 

tiempos de vida media variables pero cortos (entre 3-7 horas) (Barnes, 1998), y son 

excretados en la orina o las heces durante las 24 horas posteriores a su ingesta 

(Axelson y cols., 1984; Joannou y cols., 1995). 

8.2.- Efectos biológicos de las isoflavonas 

Las posibilidades terapéuticas de las isoflavonas han recibido mucha 

atención en los últimos años. Se ha postulado que este grupo de fitoestrógenos 

podrían tener aplicaciones clínicas en: 

1. Cáncer. Varios estudios (Cassidy y cols., 1995; Nagata y cols., 1998; Lu 

y cols., 2000) han demostrado que las mujeres premenopáusicas que incluyen soja 

en sus dietas presentan menores niveles de estrógenos, hormona altamente 

relacionada en la iniciación y promoción del cáncer de mama. Además, se ha 

evidenciado que las mujeres diagnosticadas de cáncer de mama presentan una 

excreción urinaria de isoflavonas más baja, y que altas concentraciones de estos 

compuestos se asocian a una menor incidencia de cáncer de mama (Zheng y cols., 

1999). Todo esto unido a la evidencia de que las mujeres de poblaciones asiáticas, 

grandes consumidoras de soja, presentan menores tasas de aparición de este tipo de 

cáncer que mujeres occidentales (Adlercreutz, 2002; Nichenametla y cols., 2006; 

Usui, 2006) ha llevado a postular que el consumo de soja, y por tanto de 
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isoflavonas, podría estar implicado en la reducción el riesgo de padecer dicha 

enfermedad.  

2.  Sintomatología climatérica. Datos epidemiológicos han revelado que en 

Asia la incidencia de sofocos en mujeres postmenopáusicas es tan solo del 10-20%, 

frente al 70-80% observado en mujeres occidentales (Lock, 1994; Boulet y cols., 

1994; Tang, 1994). Esto ha llevado a postular que los fitoestrógenos podrían ser los 

causantes de esta reducción en el número de sofocos ya que competirían con el 

estrógeno por un receptor al que ellos estimulan débilmente (Palacios, 2002). Se 

han diseñado diferentes estudios clínicos para comprobar los efectos de los 

fitoestrógenos sobre la sintomatología climatérica (Krebs y cols., 2004; Low Dog, 

2005; Nelson y cols., 2006), y sus resultados son contradictorios: algunos muestran 

beneficio en mujeres tratadas con fitoestrógenos frente a las placebo y otros no. Así 

pues, los datos de los que se dispone hasta el momento no permiten obtener 

conclusiones definitivas sobre la eficacia de los fitoestrógenos en la prevención de 

los sofocos característicos de la menopausia.  

3. Osteoporosis. La osteoporosis es una enfermedad mucho más frecuente 

en la mujer que en el varón y su origen se encuentra en una deficiencia hormonal 

ovárica. El estrógeno juega un importante papel en la fisiología del hueso 

inhibiendo la actividad de los osteoclastos. Así pues, la reposición estrogénica 

realizada mediante la THS es muy eficaz en el mantenimiento de masa ósea pero 

sus efectos negativos a nivel vascular y sobre el cáncer de mama han llevado a 

pensar en los fitoestrógenos como alternativas y, en concreto, en las isoflavonas de 

la soja que han demostrado disminuir la incidencia de osteoporosis en mujeres 

asiáticas (Report a WHO Study Group, 1994). Las isoflavonas han demostrado 

tener capacidad para mantener la masa ósea tanto en animales (Mayo, 1998; 

Sugimoto y Yamaguchi, 2000) como en mujeres peri y posmenopáusicas (Potter y 

cols., 1998; Wangen y cols., 2000; Alekel y cols., 2000) ya que su mayor afinidad 

por ER-β presente en hueso impediría, de un modo similar al que lo hace el 
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estrógeno, la activación de los osteoclastos y, por tanto, la pérdida acelerada de 

masa ósea (Ishimi y cols., 1999).  

4. Patologías cardiovasculares. Las isoflavonas parecen jugar un 

importante papel en la prevención primaria y/o secundaria de accidentes vasculares 

como la enfermedad coronaria o el ictus. Las células vasculares (endoteliales y 

musculares lisas) expresan tanto ER- como ER-, sin embargo se ha demostrado 

que la expresión de ER- en la arteria carótida de rata es 40 veces superior a la de 

ER- (Mäkelä y cols., 1999), y que la ausencia de ER- en ratones hace que éstos 

tengan una función vascular anormal y desarrollen hipertensión (Zhu y cols., 

2002). Así pues, estos resultados sugieren que los ligandos de ER- podrían tener 

un efecto protector vascular, puesto que las isoflavonas se unen con gran afinidad a 

ER-, se postula sobre si estas sustancias tienen un papel protector en el sistema 

cardiovascular. 

Las isoflavonas poseen efectos anti-aterogénicos. La aterosclerosis es un 

importante factor de riesgo en la enfermedad cardiovascular. Las isoflavonas han 

demostrado ser capaces de enlentecer el desarrollo de la placa ateromatosa 

produciendo inhibición de la adhesión celular y alterando la actividad de factores 

de crecimiento especificos como el factor de crecimiento derivado de plaquetas y 

citoquinas que influencian la formación de la lesión (Raines y Ross, 1995). 

Además la genisteína, por un lado, ha demostrado tener un efecto inhibidor de la 

agregación plaquetaria al evitar la formación de trombina en la placa 

aterosclerótica, efecto probablemente muy relacionado con su actividad como 

inhibidora del enzima tirosin quinasa que juega un papel relevante en la formación 

de trombina y en los procesos inflamatorios generales (Wilcox y Blumenthal, 

1995), y por otro lado, in vitro, es capaz de inhibir la angiogénesis y la 

proliferación de muchas células vasculares, procesos ateroscleroticamente muy 

importantes (Raines y Ross, 1995). Otro mecanismo que juega un papel importante 

en la progresión de la lesión aterosclerótica es la modificación oxidativa de las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL). Trabajos experimentales demuestran que las 
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LDLs aisladas en individuos que han ingerido soja son menos susceptibles a la 

oxidación que las de aquellos que ingieren una dieta libre de soja (Meng y cols., 

1999) o que la genisteína puede, ex vivo, inhibir la oxidación de las LDL en 

presencia de agentes oxidantes (Kapiotis y cols., 1997). Es decir, en conjunto estos 

resultado parecen indicar que las isoflavonas poseen efectos antioxidantes que 

también contribuyen en gran medida a sus acciones vasculo-protectoras. 

Por otro lado, el consumo de dietas ricas en soja ha demostrado tener 

efectos hipocolesterolémicos y ser, por tanto, otro mecanismo que contribuye a la 

protección frente a la enfemedad cardiovascular. Tanto en modelos animales 

(Anthony y cols., 1997) como en humanos (Anderson y cols., 1995; Potter y cols., 

1998; Washburn y cols., 1999) el consumo de dietas ricas en soja provoca una 

marcada disminución de los niveles de LDL (y triglicéridos en algunos casos) y un 

modesto (y a veces nulo) aumento de las lipoproteínas de alta densidad (HDL). Sin 

embargo estos efectos sobre el perfil lipídico, aunque no puede descartarse, podrían 

no estar mediados por las isoflavonas sino por otros componentes diferentes de la 

soja como son la proteína de soja (que aumenta la excreción fecal de ácidos 

biliares, esenciales para la eliminación del colesterol) o los fitoesteroles. 

En diferentes estudios experimentales (Nevala y cols.,, 2000; Martin y cols., 

2001; 2002) y clínicos (Rivas y cols., 2002; Welty y cols., 2007),  el consumo de 

soja ha demostrado tener una acción anti-hipertensora; de hecho, parece que son 

las isoflavonas presentes en la soja las responsables mayoritarias de este efecto, lo 

que permite considerar a estas sustancias como buenas candidatas para la 

prevención y/o tratamiento del ictus. Este efecto anti-hipertensor postulado para las 

isoflavonas podría deberse, en primer lugar, a su capacidad para actuar como 

agentes vasodilatadores. Diferentes trabajos han demostrado que las isoflavonas  

son capaces de inducir relajación de segmentos arteriales aislados (Mishra y cols., 

2000; Torregrosa y cols., 2003; Lee y Man, 2003; Sobey y cols., 2004) y de 

aumentar el flujo sanguíneo de determinados lechos vasculares, como el cerebral, 

in vivo (Chin Dusting y cols., 2004; Salom y cols., 2006). Varios son los 
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mecanismos propuestos para explicar esta actividad vasodilatadora de las 

isoflavonas, el primero postula que las isoflavonas median relajación arterial 

porque bloquean los canales de Ca
2+ 

dependientes de voltaje e impiden su entrada a 

la célula muscular (Figtree y cols., 2000; Torregrosa y cols., 2003). El segundo, en 

cambio, apuesta por una acción dependiente de endotelio que consiste en aumentar 

los niveles de NO, un potente agente vasodilatador que protege la pared de los 

vasos sanguíneo frente a la hipertensión y otras enfermedades cardiovasculares. 

Las isoflavonas, y fundamentalmente la genisteína, son capaces de aumentar la 

biodisponibilidad de NO en el endotelio vascular, ya sea directamente aumentando 

la expresión de eNOS, o indirectamente por su actividad antioxidante, reduciendo 

los niveles de las EROs, como el anión superóxido, y por tanto disminuyendo la 

oxidación del NO (Mahn y cols., 2005; Siow y cols., 2007). Este aumento de los 

niveles de NO, en primer lugar, mejora la función endotelial restaurando la 

capacidad vasodilatadora dependiente de endotelio y por tanto disminuyendo la 

presión arterial (Park y cols., 2005; Mahn y cols., 2005; Siow y cols., 2007) y, en 

segundo lugar, juega un importante papel protector al poseer una serie de potentes 

efectos anti-aterogénicos que incluyen la inhibición de la interacción leucocito-

endotelio, la proliferación de las células musculares lisas y la agregación 

plaquetaria (Kerr y cols., 1999).  

Además otros efectos postulados para las isoflavonas podrían contribuir a 

sus acciones protectoras frente a la hipertensión. Se ha observado que las 

isoflavonas pueden disminuir los niveles de endotelina-1 lo que favorece la 

vasodilatación y por tanto  a la disminución de la presión arterial (Rimbach y cols., 

2008; Siow y cols., 2007). Por otro lado los efectos antioxidantes de las isoflavonas 

parecen contribuir en gran medida a la disminución de estrés oxidativo y de los 

niveles del  potente agente oxidante peroxinitrito (Mizutani y cols., 2000; Yen y 

Lai., 2003). Y por último hemos de señalar una contribución de los efectos anti-

aterogenicos de las isoflavonas e hipocolesterolemicos de la soja a las acciones 

protectoras de las isoflavonas en presencia de hipertensión. En conclusión, las 
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isoflavonas por el conjunto de sus acciones sobre el sistema vascular podrían 

convertirse en unas firmes candidatas en la prevención del accidente 

cerebrovascular, sin embargo poco se conoce acerca de su efecto terapéutico en 

presencia de hipertensión. 

Las isoflavonas tienen una configuración espacial similar a la del estrógeno 

lo que les permite unirse al receptor estrogénico y actuar como agonistas o 

antagonistas aunque con una potencia estrogénica entre 100 y 1000 veces menor a 

la del estrógeno, pese a ello, el potencial biológico de estas sustancias no debe ser 

ignorado ya que el consumo de una dieta rica en soja puede aumentar 10.000 veces 

los niveles de isoflavona respecto a los de estrógeno (Adlercreutz y cols., 1993a; 

1993b). Las isoflavonas poseen mayor afinidad de unión a ER-β, presente en 

cerebro, hueso vejiga  y epitelio vascular (Setchell y Cassidy, 1999) que a ER-α, 

presente sobretodo en los órganos reproductores. Así pues, se ha demostrado que la 

genisteína tiene, respecto al estrógeno, una afinidad  de unión a ER-α tan solo del 

4%, mientras que la afinidad por ER-β es del 87%; sin embargo la daidzeína es 

menos potente con afinidades del 0.1% para ER-α y 0.5% para ER-β (Kuiper y 

cols., 1998). Esta mayor afinidad de unión a ER-β y la diferente distribución de 

ER-α y ER-β en el organismo han llevado a considerar a las isoflavonas como 

SERM´s sugiriendo que éstas podrían poseer las mismas acciones fisiológicas 

beneficiosas atribuidas para el estrógeno pero sin estar asociadas a sus efectos 

negativos (Setchell y cols., 2001). Por todo ello se ha postulado que los 

fitoestrógenos, y más concretamente las isoflavonas, podrían ser unos buenos 

sustitutos  del combinado hormonal utilizado en la THS, puesto que estos 

mimetizarían las acciones vasoprotectoras del estradiol sin afectar al tejido 

reproductor y por tanto disminuyendo el riesgo de aparición de cáncer de mama. 

8.3. Cerebro, estrógenos y fitoestrógenos. 

Es sobradamente conocido que los órganos del aparato reproductor y las 

glándulas mamarias no son las únicas dianas de las hormonas sexuales. El corazón, 

el hígado, los huesos y el cerebro también resultan influenciados por dichas 
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hormonas. A continuación se describen algunos de los efectos de los estrógenos y 

los fitoestrógenos en el cerebro. 

Tanto las gónadas como el cerebro comienzan su desarrollo como órganos 

bipotenciales, diferenciándose en masculino o femenino en virtud de determinados 

estímulos en el contexto del desarrollo. La diferenciación sexual del cerebro ocurre 

en el periodo que se extiende desde la embriogénesis tardía al periodo postnatal 

temprano, periodo de máxima sensibilidad de dicho órgano a las hormonas 

sexuales denominado “periodo crítico de diferenciación sexual del cerebro” 

(Schwarz y McCarthy, 2008a; 2008b). Durante este periodo el cerebro en 

desarrollo es muy vulnerable a la perturbación inducida por compuestos 

endocrinológicamente activos (“endocrine-active compounds”, EAC). La “United 

States Environmental Protection Agency” define al EAC como “una sustancia 

química exógena o una mezcla de ellas, que altera la estructura o la función del 

sistema endocrinológico y causa efectos adversos en el organismo, su progenie, o 

en determinadas poblaciones o subpoblaciones”. Hasta la fecha se han identificado 

centenares de sustancias que se ajustan a esta definición, y que van desde 

sustancias sintéticas presentes en toda clase de plásticos (e. g. Bisfenol-A), a 

sustancias naturales como los fitoestrógenos. Dicha identificación se basa sobre 

todo en la afinidad del presunto EAC por los subtipos α y β del ER (Patisaul y 

Polston, 2008).  

Existe gran interés en la identificación de biomarcadores de la exposición a 

EAC tanto en animales como en humanos. El biomarcador tradicionalmente 

utilizado para evaluar la perturbación que el presunto EAC pudiera inducir en el 

desarrollo, ha sido los cambios volumétricos de los núcleos cerebrales sexualmente 

dimórficos. Los estudios se han centrado fundamentalmente en dos regiones 

hipotalámicas sexualmente dimórficas en rata: el núcleo anteroventral 

periventricular (AVPV), y el núcleo sexualmente dimórfico (“sexually dimorphic 

nucleus”, SDN) del área preóptica. El núcleo SDN es 2-5 veces mayor en machos 

que en hembras, y parece regular el comportamiento sexual y los niveles de 
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gonadotropina. El núcleo AVPV es unas 2 veces mayor en hembras que en machos 

y regula la “hormona liberadora de la hormona luteinizante”. Ambos se encuentran 

bajo la influencia de las hormonas esteroideas y/o moléculas pseudo-estrogénicas, 

y muestran una plasticidad durante el desarrollo postnatal mayor de lo que se 

suponía en los primeros estudios (Patisaul y Polston, 2008).  

Diferentes estudios han demostrado que los fitoestrógenos afectan al 

volumen de los núcleos SDN y AVPV. De particular interés es el estudio del efecto 

de la exposición a dietas con diferentes concentraciones de fitoestrógenos. Los 

resultados demuestran que el consumo continuado de fitoestrógenos altera el 

volumen de los núcleos SDN y AVPV (Lund y cols., 2001a; Lephart y cols., 2003). 

Por otra parte, la exposición aguda al fitoestrógeno genisteína durante períodos 

críticos del desarrollo, también altera el volumen de los núcleos cerebrales 

dimórficos (Patisaul y cols., 2007; Patisaul y Polston, 2008). En conjunto, estos 

resultados sugieren que los fitoestrógenos, concretamente las isoflavonas de la soja, 

influyen sobre el volumen de aquellos núcleos cerebrales sexualmente dimórficos 

que dependen de los niveles basales de estrógeno. 

Los efectos de los estrógenos y los fitoestrógenos sobre el cerebro no se 

limitan al aspecto anatómico, sino también al funcional. Evidencias experimentales 

han puesto de manifiesto que las hormonas ováricas, estradiol y progesterona, 

ejercen un efecto ansiolítico en diferentes modelos como el “laberinto plus 

elevado” o el “ensayo en campo abierto”. De manera similar, utilizando dietas con 

diferentes concentraciones de fitoestrógenos se ha puesto de manifiesto que los 

fitoestrógenos presentes en la soja ejercen una potente acción ansiolítica tanto en 

ratas macho como hembra (Lund y Lephart, 2001). 

Otro de los aspectos relativos a la función cerebral influenciado por los 

estrógenos y los fitoestrógenos es la función cognitiva.  En este contexto se ha 

investigado especialmente la memoria visual-espacial, la cual implica la capacidad 

para representar, transformar, generar y evocar información simbólica. En tareas de 

memoria y aprendizaje que requieren referencias visuales y espaciales (memoria de 



María Castelló Ruiz                                                                                Introducción 

 - 40 - 

adquisición), los machos muestran un rendimiento superior al de las hembras, 

hecho que se ha atribuido al efecto inhibidor del estradiol sobre la memoria 

(Lephart y cols., 2002). En estudios con dietas ricas y carentes de fitoestrógenos se 

ha observado que las hembras alimentadas con dietas ricas en fitoestrógenos 

aprendieron el laberinto más rápidamente que las alimentadas con la dieta libre de 

fitoestrógenos. Por su parte, los machos alimentados con la dieta libre de 

fitoestrógenos tuvieron un rendimiento superior al de las hembras de cualquiera de 

los dos grupos. No hubo diferencias a causa de las dietas en la memoria de trabajo 

(Lund y cols., 2001b). El efecto beneficioso de los fitoestrógenos sobre la función 

cognitiva en ratas hembra así como en mujeres postmenopáusicas se ha observado 

en otros estudios, aunque no existe completa unanimidad a este respecto (Lee y 

cols., 2005). 

Por último, se han acumulado numerosas evidencias acerca de la influencia 

de los fitoestrógenos sobre la neurotransmisión a nivel central. Fitoestrógenos 

como la genisteína y la daidzeína modulan la neurotransmisión catecolaminérgica, 

colinérgica, GABAérgica, etc. en diferentes preparaciones experimentales (Lee y 

cols., 2005; Yanagihara y cols., 2008; Lee y cols., 2009a). 
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Mientras no se superen las limitaciones que impiden que los resultados 

positivos obtenidos en modelos experimentales de ictus sean trasladables a la 

clínica, un planteamiento más razonable es su prevención. Por otra parte, los 

estudios preclínicos con candidatos al tratamiento del ictus ignoran a menudo 

factores de riesgo comunes en los pacientes, siendo el más importante de ellos la 

hipertensión. 

Existe una concienciación cada vez mayor entre la población hacia la 

importancia de la dieta en el mantenimiento de la salud. A este respecto existe un 

interés creciente por las propiedades saludables de determinados ingredientes 

dietéticos con efectos beneficiosos más allá de los puramente nutricionales: los 

denominados “ingredientes funcionales”. Un grupo de ingredientes funcionales son 

las isoflavonas derivadas de la soja, grupo de fitoestrógenos cuyos efectos 

beneficiosos sobre la salud parecen deberse a su capacidad para actuar a través de 

los mismos mecanismos que los estrógenos. Por otra parte, y como ya se ha 

descrito en la sección de Introducción, el cerebro es sensible a las isoflavonas igual 

que lo es a los estrógenos. Ambas premisas  justifican el estudio del posible efecto 

neuroprotector de este grupo de fitoestrógenos en el ictus isquémico.   

La hipótesis del presente estudio es: “Las isoflavonas contenidas en la soja 

reducen la gravedad del ictus isquémico, tanto si están presentes como 

ingredientes dietéticos con anterioridad al ictus, como si se administran en la fase 

superaguda una vez se ha producido el ictus”. Por lo tanto, el presente estudio se 

ha diseñado desde una doble vertiente: la neuroprotección preventiva (ingesta de 

una dieta rica en isoflavonas) y la neuroprotección aguda (administración de 

isoflavonas puras en la fase superaguda del ictus).  

Los objetivos planteados incluyen dos variables: el género (animales macho 

versus hembra) y la hipertensión (animales normotensos versus hipertensos). 
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Objetivo 1: Analizar el efecto de la dieta rica en isoflavonas sobre la presión 

arterial sistémica registrada al final de la etapa de crecimiento de los animales 

experimentales. 

Objetivo 2: Analizar el efecto de la dieta rica en isoflavonas sobre la 

hemodinámica cerebral y sistémica durante un episodio de ictus isquémico 

(isquemia cerebral focal transitoria). 

Objetivo 3: Neuroprotección preventiva. Análisis del efecto de la dieta rica 

en isoflavonas sobre el daño cerebral isquémico evaluado en base a la valoración 

neurológica y el volumen de infarto.  

 Objetivo 4: Neuroprotección aguda. Análisis del efecto de las isoflavonas 

puras administradas en la fase aguda del ictus, sobre el daño cerebral isquémico 

evaluado en base a la valoración neurológica y el volumen de infarto. 
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Los experimentos se han llevado a cabo de acuerdo con el Real 

Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre “Protección de los Animales utilizados 

para Experimentación y otros Fines Científicos” (BOE nº 252, de 21 de octubre, p. 

34367), y con la Ley 32/2007 de 7 de Noviembre. Los protocolos experimentales 

han sido revisados y aprobados por el Comité Ético del Hospital “La Fe” de 

Valencia. 

 

1. ANIMALES Y DIETAS 

En el presente estudio se han empleado un total de 283 ratas distribuidas en 

los siguientes grupos en función de la cepa y el género: 1) 96 ratas macho Wistar; 

2) 48 ratas hembra Wistar; 3) 72 ratas macho SHR; y 4) 67 ratas macho 

normotensas Wistar-Kyoto (WKY) (Charles River). 

 Todos los animales se recibieron en nuestras instalaciones con 3 semanas de 

edad y 50 g de peso aproximadamente y se alimentaron, según el grupo 

experimental al que fueron asignados, con una de las tres dietas utilizadas. Las 

dietas proceden de la casa Harlan y tienen las siguientes referencias: 8604, 

TD.04015 y TD.94095 (Tabla 1). Las dos primeras están formuladas con 

ingredientes tanto naturales como refinados, y ambas contienen ingredientes de 

origen animal (harina de pescado y suero de leche). La diferencia entre las dos 

consiste en que la soja se ha excluido de la lista de cereales en la dieta TD.04015. 

Puesto que la soja es la fuente principal de fitoestrógenos, concretamente del tipo 

de las isoflavonas, a dicha dieta se le ha asignado la denominación “Fito-0n” que 

significa “dieta natural libre de fitoestrógenos”. La dieta 8604 se denominará en 

adelante “Fito-600”, que significa “dieta natural con un contenido aproximado de 

600 μg de fitoestrógenos por g de dieta”. En ambas dietas las fuentes de los 

principales macronutrientes son las siguientes: 1) proteínas de la harina de pescado, 

de la levadura de cerveza y, en menor medida, del suero de leche; 2) hidratos de 

carbono del almidón de los cereales, del suero de leche (lactosa) y de la melaza; y 

3) grasas de la harina de pescado (ricas en ácidos grasos poliinsaturados ω-3) y del 
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aceite de soja (ácidos linoleico y linolénico). Ambas dietas contienen una mezcla 

de minerales y una mezcla de vitaminas cuyas composiciones se presentan en las 

Tablas 2 y 3, respectivamente. Hay que reseñar que algunas vitaminas y algunos 

minerales proceden de los propios ingredientes y no se reflejan necesariamente en 

los valores presentados. 

Por su parte, la dieta TD.94095 corresponde a la dieta AIN-93G, cuya 

composición resulta de la reformulación de la dieta AIN-76 publicada en 1977 por 

el American Institue of Nutrition (AIN). En adelante se denominará “Fito-0r”, que 

significa “dieta refinada libre de fitoestrógenos”. Esta dieta está formulada 

completamente con ingredientes purificados o refinados, de modo que la fuente 

principal de proteínas es la caseína, los hidratos de carbono proceden del almidón 

de maíz y de la sacarosa, las grasas del aceite de soja, y la fibra es aportada por la 

celulosa.  En contra de lo que pudiera pensarse en un principio, el aceite de soja no 

contiene isoflavonas, y es la única fuente natural que proporciona simultáneamente 

los dos ácidos grasos esenciales, linoleico y linolénico, en las proporciones 

adecuadas. Para prevenir la oxidación de dichos ácidos se ha añadido el 

antioxidante tert-butilhidroquinona y para compensar la falta de aminoácidos con 

restos sulfuro (la caseína contiene muy pocos), L-cistina. También se ha añadido 

colina, nutriente esencial de la familia de las vitaminas B, que no figura en la lista 

de la mezcla de vitaminas que se añaden como suplemento. La dieta contiene una 

mezcla de minerales y una mezcla de vitaminas cuyas composiciones se presentan 

en las Tablas 2 y 3, respectivamente. Por último, a la dieta Fito-0r se le añaden 

ultratrazas de los siguientes elementos: níquel, litio, molibdeno, vanadio, silicio, 

cromo, azufre, boro y flúor, los cuales se encuentran en cantidades significativas en 

las dietas naturales pero no en las purificadas.  
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Tabla 1: Composición nutricional de las diferentes dietas utilizadas 

 

Ingredientes naturales y refinados Ingredientes refinados 

Fito-600 (8604) Fito-0n (TD.04015) Fito-0r (TD.94095) 

Harina de soja   

Maiz (molturado + 

copos) 

Maiz (molturado + gluten 

60%) 

Maiz (almidón) 

Trigo (ahechaduras) Trigo (molturado + 

ahechaduras) 

Almidón de maíz 

dextrinizado (90-94% 

tetrasacáridos) 

  Celulosa 

Levadura de cerveza 

(seca) 

Levadura de cerveza 

(seca) 

Caseína (> 85% 

proteína) 

Harina de pescado Harina de pescado  

Suero de leche (polvo) Suero de leche (polvo)  

Melaza (seca) Melaza (seca) Sacarosa 

Aceite de soja Aceite de soja Aceite de soja 

  
tert-Butilhidroquinona 

(TBHQ) 

  L-Cistina 

Minerales (mezcla) Minerales (mezcla) Minerales (mezcla) 

Vitaminas (mezcla) Vitaminas (mezcla) Vitaminas (mezcla) 

  
Colina (bitartrato, 

41.1% colina) 

En cursiva, ingredientes de origen animal. En negrilla, fuente de isoflavonas. 
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Tabla 2.- Composición en minerales de las diferentes dietas utilizadas 

 

 
Unidades 

Dietas Fito-600 y 

Fito-0n 
Dieta Fito-0r 

Calcio % 1,4 0,5 

Fosforo % 1,1 0,3 

Sodio % 0,3 0,1 

Cloro % 0,5 0,2 

Potasio % 1,0 0,4 

Magnesio % 0,3 0,05 

Hierro mg/kg 352,1 45,0 

Manganeso mg/kg 105,4 10,0 

Zinc mg/kg 82,9 35,0 

Cobre mg/kg 24,4 6,0 

Iodo mg/kg 2,5 0,2 

Cobalto mg/kg 0,7 ND 

Selenio mg/kg 0,3 0,2 

Niquel mg/kg ND 0,6 

Litio mg/kg ND 0,1 

Molibdeno mg/kg ND 0,2 

Vanadio mg/kg ND 0,1 

Silicio mg/kg ND 5,0 

Cromo mg/kg ND 0,9 

Boro mg/kg ND 0.3 

Flúor mg/kg ND 0,5 

Azufre g/kg ND 1,0 

 

 

 

Tabla 3.- Composición en vitaminas de las diferentes dietas utilizadas 

 

 
Unidades 

Dietas Fito-600 

y Fito-0n 
Dieta Fito-0r 

Vitamina A UI/kg 12.900 4.000 

Vitamina D3 UI/kg 2.400 1.000 

Vitamina E UI/kg 90,18 75 

Colina mg/kg 2.530 * 

Niacina (á. nicotínico) mg/kg 63,4 30,0 

Á. pantoténico mg/kg 21,0 16,0 

Vit. B6 (piridoxina) mg/kg 13,0 7,0 

Vit. B2 (riboflavina) mg/kg 7,9 6,0 
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Vit. B1 (tiamina) mg/kg 28,0 6,0 

Vit. K3 (menadiona) mg/kg 4,1 ND 

Vit. K1 (filoquinona) mg/kg ND 0,75 

Vit. B12 (cianocobalamina) μg/kg 51,2 25,0 

Á. fólico mg/kg 2,7 2,0 

Biotina mg/kg 0,4 0,2 
* Se añade individualmente a la dieta y no como parte de la mezcla de vitaminas 

 

Los animales se mantuvieron con sus respectivas dietas, estabulados en 

condiciones de luz/oscuridad con ciclos de 12 h de duración, y con agua y comida 

ad libitum. Se les realizó un seguimiento semanal del peso hasta que alcanzaron 

valores estables (300-350g en machos Wistar y SHR, 350-400g en machos WKY y 

200-250g en hembras Wistar), lo que supuso 7-11 semanas de estabulación para 

machos Wistar y 11-14 para hembras Wistar. Las ratas SHR, aunque alcanzaron 

pesos estables hacia la semana 12-14 de estabulación, se mantuvieron estabuladas 

un total de 17 semanas hasta que adquirieron la condición de hipertensas, ya que 

estos animales nacen normotensos y desarrollan hipertensión con la edad. Puesto 

que las ratas WKY constituyen los controles normotensos de las ratas SHR, y pese 

a que éstas también habían alcanzado un peso estable hacia la semana 11-12, se 

mantuvieron hasta la semana 14 para homogeneizar en lo posible los protocolos.  

 

2. MODELOS EXPERIMENTALES 

2.1. Modelo animal de ictus isquémico: oclusión-reperfusión de 

la arteria cerebral media mediante la técnica del filamento 

intraluminal en rata 

La preparación del modelo se lleva a cabo en dos días. En el primer día, el 

animal se anestesia mediante inyección i.p. de 5 mg/kg diazepam (Valium
®
, Roche 

Pharma) y 100 mg/kg ketamina (Ketolar
®
, Parke-Davis), y se le proporciona 

analgesia mediante inyección s.c. de 0.1 mg/kg buprenorfina (Buprex

, Schering-

Plough). A continuación se coloca en decúbito prono en un aparato estereotáxico 
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(Kopf

 Instruments, mod. 900) y se realiza una incisión longitudinal en la línea 

media de la cabeza. Se separan la piel y el periostio y se expone el cráneo. Con la 

ayuda de un microscopio quirúrgico se realiza un trépano de 1 mm de diámetro a 2 

mm de Bregma en dirección caudal y 3.5 mm a la derecha de la sutura sagital, y 

otros dos trépanos adicionales de 0.8 mm de diámetro, sin llegar a perforar 

completamente el hueso, uno situado a 3.5 mm a la derecha de la sutura sagital y a 

4.5 mm posterior a la sutura coronal, y otro situado a 1 mm a la derecha de la 

sutura sagital y 2 mm posterior a bregma (Figura 7). En cada uno de estos dos 

trépanos se enrosca un minitornillo de acero inoxidable (Fine Science Tools). A 

continuación se coloca en el trépano de 1 mm de diámetro un cono de aguja de 21G 

cortada y limada que servirá posteriormente de guía para la fibra óptica que se 

conecta a la sonda láser-Doppler. Este cono se fija al cráneo con cemento dental, 

aprovechando el anclaje al mismo que ofrecen los tornillos. Posteriormente se 

sutura la herida. Tras la intervención se recupera al animal de la anestesia y se 

estabula en condiciones de ayuno con libre acceso al agua hasta el día siguiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Localización del soporte de la sonda LDF y tornillos de fijación. LDF: 

soporte para la sonda láser-Doppler; T: tornillos de fijación. 

 

En el segundo día se anestesia el animal con una inyección i.p. de clorhidrato 

de ketamina (100 mg/Kg), diazepam (5 mg/kg) y sulfato de atropina (0.3 mg/Kg) 

(B. Braun Medical) para permitir la intubación orotraqueal con una cánula de 16G 
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y, al igual que el día anterior, se le proporciona analgesia mediante inyección s.c. 

de 0.1 mg/kg buprenorfina. Una vez intubado se monitorizan los siguientes 

parámetros: flujo sanguíneo láser-Doppler cerebro-cortical (indicativo de la 

perfusión cerebral, (PC), presión arterial sistémica (PAS), temperatura corporal, 

presión parcial de oxígeno arterial (PaO2), presión parcial de dióxido de carbono 

arterial (PaCO2), pH arterial y glucemia.   

Para la monitorización de la PC se aloja la fibra óptica (mod. MT B500-0 L 

120, Perimed AB) en su correspondiente guía, avanzando su extremo hasta que 

establece contacto suave con la corteza cerebral. Esta fibra se conecta, por el 

extremo opuesto al que está en contacto con el tejido cerebral, a la sonda láser- 

Doppler (Probe 418, Perimed AB) que está a su vez conectada a un medidor láser-

Doppler (Periflux 4001 Master, Perimed AB). A continuación, el animal se coloca 

en posición de decúbito supino, fijado a la mesa de trabajo y se conecta a un 

respirador (Harvard Rodent Ventilator, mod. 683). La anestesia se mantiene con 

una mezcla de 0.5-1% de sevofluorano (Sevorane
®
, Abbot Laboratories) en N2O y 

O2 (70:30, respectivamente), un volumen de 2.5 mL por pulso y una frecuencia 

inicial de 55-60 pulsos/minuto. La proporción de gases, volumen y frecuencia son 

modificados en función de los requerimientos del animal. 

La temperatura corporal se mantiene a 37.5 ºC durante todo el experimento 

con la ayuda de una manta calefactora y una sonda rectal conectada al medidor de 

temperatura que apaga o enciende la manta calefactora según sí la temperatura es 

superior o inferior a la fijada.  

Para el registro de la PAS se introduce un catéter de 0.9 mm de diámetro 

externo (Vasocan

 Braunüle


, Braun Medical S.A.) en la arteria femoral izquierda, 

y se conecta  a un transductor de presión (Hewlett-Packard Medical Products 

Group, mod. 1290C) a través de una cúpula estéril (Hewlett-Packard Medical 

Products Group, mod. 1295C) que va conectada a una unidad de registro de presión 

arterial (Stoelting mod.). Este catéter permite, además, obtener muestras de sangre 

arterial y realizar una monitorización discontinua de la glucemia (Glucometer 
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Elite


, Química Farmacéutica Bayer)y del PaO2, PaCO2 y pH, con un analizador de 

gases (ABL5, Radiometer Medical A/S) mediante la extracción de 0.2 ml de 

sangre arterial a tres tiempos, antes (valor control), durante (valor representativo de 

la isquemia) y después (valor representativo de la reperfusión) del episodio de 

isquemia-reperfusión. Las señales de PC, PAS y temperatura corporal, son 

digitalizadas (PF 472, Perimed AB) y enviadas a un ordenador equipado con un 

programa de adquisición y almacenamiento de datos para su posterior análisis 

(Perisoft v5.10, Perimed AB). 

Una vez monitorizados los parámetros se procede a la oclusión de la arteria 

cerebral media (ACM) mediante la “técnica del filamento intraluminal” (Zea 

Longa y cols., 1989), esquematizada en la Figura 8. 

Figura 8: Anatomía vascular de la zona ventral derecha del cuello y de la base del 

encéfalo de la rata, mostrando la secuencia quirúrgica para la introducción de la sutura 

intraluminal. La línea discontínua delimita el campo quirúrgico. 

1- Arteria basilar (AB); arteria carótida común (ACC); arteria carótida externa 

(ACE); arteria carótida interna (ACI); arteria cerebral media (ACM); arteria 

occipital (AO); arteria pteriogopalatina (APP); arteria tiroidea superior (ATS); 

polígono de Willis (PW). 
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2- Termocoagulación y sección de las ramas de la ACE; ligadura y sección de la 

ACE; colocación de clips microvasculares para impedir el aporte sanguíneo y 

realización de una incisión en la ACE. 

3- Retirada de los clips microvasculares e introducción de la sutura de nilón con la 

cabeza redondeada hasta la base de la ACM en el polígono de Willis. 

 

La técnica consiste en la exposición de la arteria carótida común derecha tras 

una incisión longitudinal en la línea media ventral del cuello y posterior separación 

por disección roma de las glándulas submaxilares y los músculos omohioideo y 

esternohioideo. Seguidamente se disecan las arterias carótida común y carótida 

externa y se termocoagulan las dos primeras ramas de la última: la arteria tiroidea 

superior y la arteria occipital. Por encima de estas ramificaciones se colocan dos 

ligaduras y se corta la arteria carótida externa entre ambas, dejando un muñón. Se 

diseca la arteria carótida interna, separándola del nervio vago y del cuerpo 

carotídeo, hasta visualizar la bifurcación donde surge la arteria pterigopalatina que 

se liga en su parte distal. El siguiente paso es introducir un filamento de nilón (4/0) 

con la punta redondeada por acercamiento a una fuente de calor, que ocluirá la 

ACM. Para ello se colocan dos clips microvasculares, uno en la arteria carótida 

común y otro en la arteria carótida interna, interrumpiéndose momentáneamente el 

flujo sanguíneo, y se realiza una pequeña incisión en el extremo distal del muñón 

de la arteria carótida externa por donde se introduce el filamento de nilón. Después 

de comprobar que el filamento se encuentra en la luz de la arteria se coloca una 

ligadura para impedir que sangre por la incisión, se retiran los clips y se restaura la 

circulación normal de la sangre.  

Tras unos minutos de registro de las señales de PC, PAS y temperatura 

corporal y tras la extracción de la primera muestra de sangre arterial (muestra 

control), se hace avanzar el filamento hasta el origen de la ACM en el polígono de 

Willis. La colocación óptima del filamento se pone de manifiesto por el descenso 

brusco de la PC. La oclusión se mantiene durante 90 min,  tras los cuales se extrae 

una nueva muestra de sangre arterial (muestra de isquemia) y se retira el filamento 

permitiendo la reperfusión, la cual se pone de manifiesto por la recuperación de los 
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valores de PC. Tras 30 min de reperfusión se extrae una nueva muestra de sangre 

arterial (muestra de reperfusión). Por último, se extrae el filamento y el catéter 

introducido en la arteria femoral, se suturan las heridas quirúrgicas del cuello y la 

pata y se estabula al animal con libre acceso a agua y comida.  

2.2. Modelo animal de hipertensión: la rata SHR 

Los modelos animales de hipertensión se introdujeron hace algo más de 70 

años, habiéndose utilizado extensamente para el estudio de la fisiopatología y de la 

terapéutica de esta enfermedad. Se han puesto a punto modelos de hipertensión 

agudos (quirúrgicos), genéticos (selección animal) y transgénicos. Uno de los más 

utilizados es el modelo de la rata SHR. Esta cepa se separó de la cepa normotensa 

WKY en 1959, y se estableció como cepa consanguínea en 1971. Los animales son 

normotensos en el momento del nacimiento, y desarrollan gradualmente 

hipertensión severa en los primeros 2-4 meses de vida (Amenta y cols., 2003). El 

modelo de la rata SHR es el más utilizado para el estudio del daño cerebral de 

origen hipertensivo y el que se ha utilizado en el presente estudio.  

 

3. EVALUACIÓN DEL DAÑO CEREBRAL ISQUÉMICO 

3.1. Valoración neurológica 

Transcurridos 3 días de reperfusión y justo antes de la eutanasia, se evalúa la 

afectación neurológica del animal mediante un test  que permite cuantificar (de 0 a 

9, siendo 0 la ausencia de afectación neurológica y 9 la máxima) el grado de 

deterioro neurológico. El test se basa en la observación de las siguientes respuestas: 

- Desplazamiento/exploración: 0.-Normal; 1.-Desplazamiento sin 

exploración; 2.-Desplazamiento sólo al estimular o no se desplaza en 

absoluto. 

- Deriva a la izquierda: 0.-Nunca; 1.-Al elevar por la cola (hacia adelante y 

hacia atrás); 2.-Espontáneamente; 3.-“Peonza” (giro sin desplazamiento). 

- Sujeción de la pata delantera izquierda: 0.-No permite; 1.-Permite con 

resistencia; 2.-No opone resistencia. 



María Castelló Ruiz                                                                      Material y Métodos 

 - 57 - 

- Reflejo paracaídas (extensión de las patas delanteras al simular una caída 

libre, manteniendo al animal sujeto por la cola): 0.-Simétrico; 1.-

Asimétrico; 2.-Pata izquierda retraída hacia el cuerpo. 

3.2. Evaluación del volumen de infarto cerebral 

El volumen de infarto se determina 72 h después de la inducción de la 

isquemia. A las 24 h el volumen de infarto es variable, ya que todavía existe una 

propagación de la zona de penumbra, pero a las 48-72 horas el volumen de infarto 

es máximo y se ha estabilizado. El volumen de infarto cerebral se determina con el 

método del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (“TTC”; Sigma-Aldrich
TM

) (Bederson 

y cols., 1986). Esta sal es un sólido blanco hidrosoluble capaz de reducirse dando 

un compuesto de color rojo. En tejidos sanos el TTC alcanza la mitocondria y se 

reduce al aceptar protones de complejos enzimáticos de la cadena respiratoria 

asociados a la membrana interna lo que confiere una coloración roja. En tejidos 

donde la actividad mitocondrial está comprometida, como el tejido cerebral 

infartado, el TTC no llega a reducirse, por lo que no se produce coloración alguna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Reducción del TTC en mitocondrias funcionales dando lugar a un compuesto 

estable y de color rojo (1,3,5 trifenilformazan), que permite distinguir el tejido sano del 

infartado. 

 

 

 

 
1,3,5-trifeniltetrazolio 1,3,5-trifenilformazán 
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El protocolo para la determinación del volumen de infarto es el siguiente. El 

animal se anestesia mediante inyección intraperitoneal de una mezcla de 

clorhidrato de ketamina (100 mg/Kg) y diazepam (5 mg/Kg) y se sacrifica por 

inyección intracardíaca de una solución de cloruro potásico (Antibióticos Farma, 

S.A.) (75 mg/Kg). Se extrae rápidamente el cerebro, se sumerge en solución salina 

fisiológica fría (4ºC) durante 5 min y a continuación se corta en secciones 

coronales de 2 mm de grosor con un cortador de tejido (Stoelting tissue slicer, mod. 

51425). Se obtienen 7 lonchas, las cuales se incuban durante 10 min a 37 ºC en una 

solución de TTC al 2% en salino fisiológico y se fijan durante 24 h en una solución 

de formaldehido al 10% en tampón fosfato sódico (0.1 M, pH 7.4). Una vez 

procesado el tejido se fotografían las dos caras de cada loncha con una cámara 

digital (Olympus C-5050, Olympus Optical Co.LTD) y se cuantifica el área de 

infarto de cada sección, diferenciando las regiones corticales de las subcorticales, 

con la ayuda de un software de análisis de imagen (software desarrollado por el 

Prof. Mateo Buendía del Departamento de Fisiología de la Universitat de 

València). Para excluir los efectos del edema, el área de infarto se corrige con el 

índice de edema que resulta de multiplicar esta área por la relación entre el área 

total del hemisferio contralateral y el ipsilateral. El volumen de infarto cortical y 

subcortical (mm
3
) se calcula sumando las áreas de infarto corregidas de las dos 

caras de cada sección y multiplicando esta suma por el grosor de la loncha (2 mm). 

El volumen de infarto total se calcula como la suma de los volúmenes de infarto 

cortical y subcortical. Por último se calcula el porcentaje de tejido infartado 

respecto al tamaño total del hemisferio contralateral (sano).  

 

4. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

4.1.- Análisis del contenido de isoflavonas en las dietas 

Las isoflavonas genisteína, daidzeína y gliciteína y sus respectivos 

glucósidos genistina, daidzina y glicitina (Sigma-Aldrich
TM

) fueron determinados, 

por duplicado, en las tres dietas empleadas mediante un análisis por HPLC en fase 
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reversa de acuerdo con el método descrito por Brown y Setchell (2001). Para ello, a 

5 g de dieta finamente molida con un mortero se le añaden 50 ml de metanol al 

80%, esta mezcla se mantiene en un sistema de reflujo durante 1 h a 60ºC, se filtra 

y se repite de nuevo el procedimiento para obtener finalmente un extracto 

metanólico que se enrasa hasta 100 ml con metanol al 80%. A 2 ml de este extracto 

se le añaden 60 l del patrón interno fluoresceína (1000 ppm en metanol) y la 

misma cantidad de hexano (2 ml), polisacárido que nos permite arrastrar sustancias 

orgánicas que hubiesen podido quedar en la muestra, como por ejemplo lípidos. La 

mezcla se agita, se centrifuga y se desecha la parte superior correspondiente al 

hexano. Esta operación se repite 2 veces y se conserva únicamente la fase 

metanólica que es la que se destina directamente al análisis por HPLC.  

Las isoflavonas se separan mediante un sistema de HPLC consistente en una 

bomba P680A modelo Dionex (Sunnyvale, CA, USA) conectada a un detector de 

fotodiodos modelo Dionex PDA-100 y una columna C-18 de fase reversa (250×4.6 

mm i.d., con 5 μm de tamaño de partícula; Supelcosil LC-18 [Supelco, Bellefonte, 

PA, USA]) conectada a su vez a una precolumna Security Guard (20×4.6 mm i.d., 

con 5 μm de tamaño de partícula, LC-18 Supelguard, Supelco) bajo condiciones de 

un gradiente de elución binario. La fase móvil consiste en ácido trifluoroacético al 

0.1% en agua (eluyente A) y ácido trifluoroacético al 0.1% en acetonitrilo 

(eluyente B) con una elución de gradiente lineal a una tasa de flujo de 1mL/min. El 

programa de elución es el siguiente: 10% B (0-10 min), 10-40% B (10-20 min), 40-

100% B (20-22 min), 100% B (22-23 min), 100-10% B (23-25 min) and 10% B 

(25-27 min). El espectro de absorción UV de la columna eluyente es de 190 a 400 

nm. Los cromatogramas se registran a una longitud de onda de 254 nm.. Se 

inyectan 20 l de la muestra en la columna, así como una serie de patrones de las 

isoflavonas daidzeína, genisteína, gliciteína, daidzina, genistina y glicitina en 

concentraciones conocidas. 

Una vez detectados los fitoestrógenos en la dieta se cuantifican obteniendo 

una recta de regresión mediante el método de mínimos cuadrados. En 
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cromatografía se pretende relacionar la concentración a la que se encuentran los 

compuestos en la muestra problema, con el área de su pico en el cromatograma. 

Para ello se construye una recta patrón que se utiliza para calcular las 

concentraciones de los compuestos en la muestra problema. 

4.2. Análisis del contenido de isoflavonas en el plasma. 

Con el fin de determinar la concentración plasmática de isoflavonas, se 

extrajeron dos muestras de sangre arterial. Una inmediatamente antes de la 

isquemia (muestra control), a través del catéter introducido en la arteria femoral, y 

la otra antes del sacrificio, es decir 3 días después del inicio del tratamiento 

(muestra 72 h). Esta muestra de sangre se obtiene durante el sacrificio del animal 

mediante punción de la aorta abdominal. En ambos casos se extraen un total de 0.5 

ml de sangre arterial que se anticoagulan con EDTA y se centrifugan (12.000 

r.p.m, 6 min, 4 ºC) para la obtención del plasma (sobrenadante) que se conserva a   

-20ºC hasta su posterior análisis mediante HPLC según el método de Degen y cols. 

(2002). 

Este método consiste en incubar 100 µl de plasma, durante 15 h a 37 ºC, con 

un tampón de hidrólisis cuyo contenido es: acetato de sodio 0.1 M pH 5, ácido 

ascórbico 0.1% (w/v), EDTA 0.01% (w/v) y 8 μl de glucuronidasa-sulfatasa. A 

continuación se añaden 10 µl del patrón interno formononetina (5 μg/ml en 

DMSO), 120 μl de agua, 75 μl de acetato de amonio (1 mM, pH 7) y 83 μl de 

trietilamonio sulfato (3 M, pH 7) y se incuba la mezcla durante 10 minutos a 60ºC 

para conseguir la disociación de las isoflavonas de las proteínas plasmáticas. Tras 

centrifugación se descarta el pellet, y el sobrenadante con las muestras 

desproteinizadas se pasa a través de los cartuchos cromatográficos de extracción en 

fase sólida C18 (Sep-Pak
®
 Vac RC, Waters Cromatografía S. A.), que previamente 

habían sido activados con metanol y agua. A continuación, se lavan con 5 ml de 

acetato de amonio (10 mM, pH 5) y 5 ml de agua, y se eluyen las isoflavonas de la 

columna cromatográfica con 1.5 ml de metanol, se desecan por evaporación del 

metanol bajo corriente de nitrógeno a 45ºC, se disuelven en 100 μl de 
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metanol/ácido trifluoroacético 0.1% en una proporción de 40:60 v/v, y se guardan a 

-20ºC hasta su posterior análisis mediante HPLC. 

La separación, detección y cuantificación de las isoflavonas mediante 

HPLC, se realiza siguiendo el mismo método indicado en el apartado 4.1 de 

material y métodos.  

 

5. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 

5.1. Criterios de exclusión  

No todos los animales que iniciaron el estudio fueron considerados 

finalmente para la determinación del volumen de infarto cerebral, sino que algunos 

se excluyeron siguiendo los siguientes criterios: 

1. No lograr un descenso en la PC al introducir la sutura intraluminal o no 

conseguir mantenerlo estable durante los 90 min de isquemia.  

2. No observar reperfusión, aunque sea parcial, tras retirar el filamento ni 

durante los 30 min siguientes, por la posibilidad de que sea una isquemia 

permanente.  

3. Muerte del animal durante los 3 días de reperfusión. 

4. No mostrar signos de infarto cerebral. Este resultado suele aparecer en 

animales con un bajo descenso de la PC durante la isquemia, pero estos ya 

se excluyen por el criterio 1. Los animales incluidos en este grupo tienen 

patrones normales de PC durante la isquemia y reperfusión pero esto no 

resulta en un daño cerebral visible con el TTC. 
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5.2. Neuroprotección preventiva: estudio del efecto de los 

fitoestrógenos dietéticos en la prevención del ictus. 

5.2.1. Influencia del género 

Un total de 32 ratas Wistar macho recibidas en nuestro estabulario tras el 

destete (3 semanas de edad) y con 50 g de peso, se dividieron aleatoriamente en 

dos grupos, uno formado por 17 animales que se alimentaron con la dieta Fito-600, 

y otro de 15 animales alimentados durante el mismo tiempo con la dieta Fito-0n. 

Tras 8-9 semanas estabulados y cuando habían alcanzado los 300-350 g de peso, 

todos los animales fueron sometidos a una isquemia focal transitoria de 90 min y 3 

días de reperfusión, tras los cuales se determinó el estado neurológico y el volumen 

de infarto cerebral. El transcurso temporal de los experimentos se muestra en la 

Figura 10. 

Para estudiar un posible efecto de género, el mismo protocolo 

experimental se siguió con 27 ratas Wistar hembra de las cuales 13 se alimentaron 

con la dieta Fito-600 y 14 con la dieta Fito-0n. Tras mantenerlas estabuladas 

durante 12-14 semanas y cuando alcanzaron un peso estable entre 200-250 g fueron 

sometidas, al igual que los machos, a la isquemia focal transitoria de 90 min y 3 

días de reperfusión. También se determinó en estos animales el estado neurológico 

y el volumen de infarto cerebral.  En la Figura 10 se muestra la secuencia temporal 

del protocolo empleado. 
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Figura 10: Cronograma de los protocolos para el estudio de la neuroprotección preventiva 

de los fitoestrógenos en ratas Wistar macho y hembra. En la barra rosa se representa el 

tiempo de estabulación de los animales. En la granate los eventos que se suceden durante 

la oclusión-reperfusión de la arteria cerebral media (O/R ACM) incluidos los puntos de 

toma de sangre arterial (MS) para la determinación de PaO2, PaCO2, pH y glucosa.  

 

Tras la realización del  protocolo experimental algunos animales fueron 

excluidos del experimento por cumplir alguno de los criterios de exclusión 

indicados en el punto 5.1 de Material y Métodos. El número de animales excluidos 

y las causas de su exclusión se han indicado en la Tabla 4: 

 

 
  Criterios de exclusión  

Tratamiento n Inicial 1 2 3 4 
n 

Final 

M
ac

h
o
 Dieta  

Fito-600 
17 2 0 4 2 9 

Dieta  

Fito-0n 
15 1 0 0 5 9 

H
em

b
ra

 Dieta  

Fito-600 
13 2 2 2 0 7 

Dieta  

Fito-0n 
14 1 1 3 0 9 

Tabla 4: Resumen del número de ratas Wistar macho y hembras alimentadas con la dieta 

rica en isoflavonas (Fito-600) o libre de isoflavonas (Fito-0n) que iniciaron el 

experimento, del número de animales  excluidos según los 4 criterios considerados, y del 

número de animales que finalmente fueron considerados para el estudio de las variables 

hemodinámicas, de la valoración neurológica y  del volumen de infarto. 
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5.2.2. Influencia de la hipertensión 

Puesto que las ratas SHR desarrollan la hipertensión durante los primeros 2-4 

meses de vida, las 36 ratas macho SHR recibidas tras el destete fueron estabuladas 

durante 17 semanas con el fin de que alcanzasen niveles elevados de presión 

arterial antes de ser sometidas al episodio de isquemia-reperfusión. Durante este 

tiempo 18 de los animales fueron alimentados con la dieta Fito-600 y 18 con la 

dieta Fito-0n. Puesto que la cepa SHR es una cepa consanguínea de las ratas WKY, 

36 animales WKY macho fueron recibidos tras el destete para ser utilizados como 

los controles normotensos; 19 de estos animales fueron alimentados con la dieta 

Fito-600 y 17 con la dieta Fito-0n. Transcurridas las 14-17 semanas de 

estabulación se practicó, a todos los animales, la isquemia focal transitoria de 90 

min y 3 días de reperfusión, tras los cuales se realizó la valoración neurológica y se 

determinó el volumen de infarto cerebral. Todo el procedimiento se muestra de 

forma temporal en la figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Cronograma  para el estudio de la neuroprotección preventiva de los 

fitoestrógenos en ratas WKY y SHR macho. En la barra rosa se representa el tiempo de 

estabulación de los animales. En la granate los eventos que se suceden durante la 

oclusión-reperfusión de la arteria cerebral media (O/R ACM) incluidos los puntos de toma 

de sangre arterial (MS) para la determinación de PaO2, PaCO2, pH y glucosa.   
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Tras la aplicación de los criterios de exclusión 22 ratas SHR y 17 ratas WKY 

completaron el estudio. La distribución por grupos de estos animales y las causas 

de su exclusión se muestran en la Tabla 5: 

 

 
 Criterios de exclusión  

Tratamiento n Inicial 1 2 3 4 
n 

Final 

W
K

Y
 Dieta  

Fito-600 
19 4 2 1 2 10 

Dieta  

Fito-0n 
17 3 1 4 2 7 

S
H

R
 Dieta  

Fito-600 
18 0 0 7 0 11 

Dieta  

Fito-0n 
18 1 2 4 0 11 

Tabla 5: Resumen del número de ratas SHR y WKY macho  alimentadas con la dieta rica 

en isoflavonas (Fito-600) o libre de isoflavonas (Fito-0n) que iniciaron el experimento, del 

número de animales  excluidos según los 4 criterios considerados, y del número de 

animales que finalmente fueron considerados para el estudio de las variables 

hemodinámicas, de la valoración neurológica y  del volumen de infarto. 

 

5.3. Neuroprotección aguda: estudio de la administración de 

isoflavonas puras en la fase superaguda del ictus 

5.3.1. Influencia del género 

Para el estudio de los efectos terapéuticos de los fitoestrógenos se utilizaron 

un total de 64 ratas Wistar macho que tras el destete fueron alimentadas con la 

dieta Fito-0r. Los animales se mantuvieron con esta dieta 10-11 semanas hasta que 

alcanzaron 300-350 g de peso, momento en el que se les indujo la isquemia focal 

transitoria de 90 min. Transcurridos 30 min de reperfusión los animales recibieron 

una inyección intraperitoneal de 1 mg/kg de una de las tres isoflavonas estudiadas, 

daidzeína, genisteína, y biocanina A, o del solvente (DMSO al 50% en agua) en el 

caso del grupo control. Con el fin de mantener el tratamiento durante los 3 días de 

reperfusión se introdujo en el peritoneo, mediante una pequeña incisión, una 
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bomba osmótica Alzet (Charles-River) modelo 2ML1 de 2 ml de capacidad y una 

tasa de liberación de 10 μl/h, que permitió administrar una tasa constante de 

1mg/kg/día de la misma isoflavona inyectada intraperitonealmente o del solvente 

en el caso del grupo control. Finalmente, y tras los 3 días de reperfusión, se realizó 

la valoración neurológica, se sacrificó el animal y se determinó su volumen de 

infarto cerebral. El desarrollo temporal de los experimentos se muestra en la Figura 

12. Con el fin de determinar el correcto funcionamiento de la bomba osmótica 

Alzet y corroborar la presencia de isoflavonas en la sangre de estos animales se 

tomaron dos muestras de sangre arterial según el procedimiento indicado en el 

apartado 4.2 de Material y Métodos.  

En la Figura 12, se muestra el protocolo experimental que se siguió con 21 

ratas Wistar hembra alimentadas también desde su destete, y durante 12 semanas, 

con la dieta Fito-0r. Transcurrido este tiempo, se siguió con el mismo 

procedimiento experimental descrito para las ratas macho, aunque en este caso los 

animales tan solo se trataron con la isoflavona genisteína (1 mg/kg) o el solvente. 

(DMSO al 50% en agua).  

La distribución de los animales en los diferentes grupos experimentales se 

muestra en la Tabla 6. De todos los animales que iniciaron el experimento se 

excluyeron 21 ratas macho y 13 ratas hembra, siguiendo los criterios que ya se han 

indicado. También se muestra la distribución por grupos de tratamiento de los 

animales excluidos y las causas de su exclusión.  

 

 

 

 

 

 

 

 



María Castelló Ruiz                                                                      Material y Métodos 

 - 67 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Cronograma de los protocolos para el estudio del efecto terapéutico de las 

isoflavonas daidzeína, genisteína y biocanina A en ratas Wistar macho  y genisteína en 

ratas Wistar hembra. En la barra naranja se indica el tiempo de estabulación de los 

animales y el tipo de dieta administrada. En la barra amarilla se muestran los eventos que 

se suceden durante la oclusión-reperfusión de la arteria cerebral media (O/R ACM) 

incluidos los puntos de toma de sangre arterial (MS) para la determinación de PaO2, 

PaCO2, pH y glucosa y los puntos de toma de sangre para la obtención del plasma con el 

que determinar el contenido de isoflavonas antes y después del tratamiento.  
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 Criterios de exclusión  

Tratamiento n Inicial 1 2 3 4 n Final 

M
ac

h
o
 

Control 18 1 4 1 2 10 

Daidzeína 14 0 2 2 0 10 

Genisteína 14 0 1 1 0 12 

Biocanina A 18 2 1 4 0 11 

H
em

b
ra

  

Control 9 0 3 2 0 4 

Genisteína 12 0 2 6 0 4 

Tabla 6: Relación de ratas Wistar macho y hembra utilizadas para el estudio del efecto 

neuroprotector de las isoflavonas daidzeína, genisteína o biocanina A. Se muestra el 

número de animales que iniciaron el experimento, el número de animales que se 

excluyeron según los 4 criterios de exclusión determinados y el número de animales finales 

con los que se realizó el estudio de las variables hemodinámicas, la valoración neurológica 

y el volumen de infarto cerebral. 

 

5.3.2. Influencia de la hipertensión 

Un procedimiento experimental similar al ya descrito para las ratas Wistar, se 

siguió en ratas SHR y WKY macho con el fin de comprobar el potencial 

terapéutico de los fitoestrógenos en condiciones de hipertensión. 

Para ello un total de 36 ratas SHR y 31 ratas WKY macho fueron recibidas 

en nuestro estabulario tras el destete y alimentadas desde este momento con la dieta 

libre de isoflavonas Fito-0r. Transcurridas 14-17 semanas todos los animales 

fueron sometidos a una isquemia focal transitoria de 90 min por oclusión de la 

ACM y, al igual que en las ratas Wistar, 30 min después de permitir la reperfusión 

recibieron el tratamiento, primero de forma aguda, mediante inyección 

intraperitoneal, y después de forma crónica mediante el implante intraperitoneal de 

la bomba Alzet. Trascurridos los 3 días de reperfusión, y tras realizar una 
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valoración del estado neurológico de los animales, se les sacrificó y se midió su 

volumen de infarto cerebral. 

Los tratamientos administrados a este grupo de animales fueron: genisteína 1 

mg/kg, genisteína 10 mg/kg o el solvente DMSO (ratas control), de modo que 

dividiendo aleatoriamente las ratas SHR y las WKY para cada uno de los 

tratamientos se establecieron 6 grupos experimentales: i) ratas WKY control, ii) 

ratas WKY tratadas con genisteína 1 mg/kg, iii) ratas WKY tratadas con genisteína 

10 mg/kg, iiii) ratas SHR control, iiiii) ratas SHR tratadas con genisteína 1 mg/kg, 

iiiiii) ratas SHR tratadas con genisteína 10 mg/kg. El transcurso temporal de todo el 

procedimiento se muestra en la Figura 13. El número de animales incluidos en cada 

uno de los grupos experimentales así como también el número de animales 

excluidos y sus causas de exclusión se muestran en la Tabla 7: 

 

 
 Criterios de exclusión  

Tratamiento n Inicial 1 2 3 4 
n 

Final 

W
K

Y
 

Control 13 0 1 2 3 7 

Genisteína  

1 mg/kg 
9 0 0 0 3 6 

Genisteína  

10 mg/kg 
9 0 0 0 4 5 

S
H

R
 

Control 9 0 1 2 0 6 

Genisteína  

1 mg/kg 
12 0 2 4 0 6 

Genisteína  

10 mg/kg 
15 1 1 7 0 6 

Tabla 7: Relación de animales WKY y SHR utilizados para el estudio del efecto 

neuroprotector de genisteína 1 mg/kg y 10 mg/kg. Se muestra el número de animales que 

iniciaron el experimento, el número de animales que se excluyeron según los 4 criterios de 

exclusión determinados y el número de animales finales con los que se realizó el estudio de 

las variables hemodinámicas, la valoración neurológica y el volumen de infarto cerebral. 
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Figura 13: Cronograma para el estudio del efecto terapéutico de la isoflavona genisteína 

con dosis 1 mg/kg y 10 mg/kg A en ratas WKY y SHR macho. En la barra naranja se indica 

el tiempo de estabulación de los animales y el tipo de dieta administrada. En la barra 

amarilla se muestran los eventos que se suceden durante la oclusión/reperfusión de la 

arteria cerebral media (O/R ACM) incluidos los puntos de toma de sangre arterial (MS) 

para la determinación de PaO2, PaCO2,, pH y glucosa y los puntos de toma de sangre para 

la obtención del plasma con el que determinar el contenido de isoflavonas antes y después 

del tratamiento.   

 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

Para la comparación estadística de variables hemodinámicas como PAS o de 

los valores de PaO2, PaCO2, pH y glucosa dentro de un mismo grupo se utilizó un 

ANOVA para muestras repetidas seguido de un post-test Dunnet, mientras que para 

la comparación de estos parámetros entre grupos el test estadístico utilizado fue un 

ANOVA de 2 vías para muestras emparejadas seguido de un post-test de 

Bonferroni. 

 El análisis estadístico del volumen de infarto cerebral total o en secciones se 

realizó con un test-t para muestras independientes, cuando tan solo se querían 

comparar dos grupos, o con un ANOVA para muestras independientes seguido de 

un post-test Dunnet cuando se querían comparar 3 ó mas grupos respecto a un 

grupo control, o bien, con un ANOVA de 2 vías seguido de un post-test de 

Bonferroni cuando se quisieron comparar 2 variables al mismo tiempo.  

El estado neurológico de los animales se comparó utilizando el test no 

paramétricos de Mann-Whitney para comparar dos grupos o el test no paramétrico 
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de Kruskall-Wallis con post-test Dunn cuando se quisieron comparar entre sí 3 

grupos o más.  

Las significaciones estadísticas se indican en el pie de cada figura o gráfica. 

Se consideró estadísticamente significativo un valor de p0.05. 
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A. NEUROPROTECCIÓN PREVENTIVA 

CONTENIDO DE ISOFLAVONAS EN LAS DIETAS 

El análisis mediante HPLC de las tres dietas empleadas en el presente 

estudio, mostró presencia de las isoflavonas de la soja daidzina, glicitina y 

genistina (glucósidos), así como de daidzeína, gliciteína y genisteína (agliconas), 

en la dieta Fito-600 (Tabla 8). La concentración total fue de 434.3 ± 37.6 μg/g de 

dieta. Por el contrario, no se detectó ninguna de las isoflavonas ni en la dieta Fito-

0n, ni en la Fito-0r. 

Tabla 8. Contenido de isoflavonas en la dieta Fito-600 

Glucósidos 

Daidzina 198.8 ± 16.1  

Glicitina 18.7 ± 1.9  

Genistina 157.2 ± 12.1  

Agliconas 

Daidzeína 7.34 ± 0.5  

Gliciteína 37.6 ± 1.4  

Genisteína 9.6 ± 1.6  

 Total 434.3 ± 37.6 

 Los datos se han obtenido mediante HPLC, se expresan en μg/g de dieta, y se representan 

como media  desviación estándar de la media de los resultados obtenidos por duplicado. 

 

1. NORMOTENSIÓN 

1.1. Evolución ponderal 

Las curvas de crecimiento de las ratas Wistar macho y hembra alimentadas 

con las dietas Fito-600 o Fito-0n se muestran en la Figura 14. Se evidenciaron 

diferencias entre sexos pero no entre dietas: mientras que las ratas macho 

estabilizaron su peso en 300-350 g tras 7-8 semanas de estabulación, las ratas 

hembra se estabilizaron en 200-250 g alrededor de la semana 11-12. Este 

comportamiento fue similar en cada uno de los sexos independientemente de la 

dieta consumida.  
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Figura 14. Evolución ponderal de las ratas Wistar macho y hembra alimentadas con las 

dietas Fito-600 y Fito-0n. Los valores se han representado como la media de 17 (macho-

Fito-600), 15 (macho-Fito-0n), 13 (hembra-Fito-600) y 14 (hembra-Fito-0n) animales. 

 

1.2. Hemodinámica cerebral y sistémica durante la oclusión-

reperfusión de la ACM 

1.2.1. Ratas macho 

En la Figura 15 se presenta un registro representativo del episodio de 

isquemia-reperfusión.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Registro completo y comprimido de los cambios de perfusión cerebral (trazado 

azul), presión arterial sistémica (trazado rojo) y temperatura (trazado negro) durante el 

episodio de isquemia-reperfusión. Sobre el trazado de perfusión cerebral quedan 

indicados  la oclusión de la ACM (flecha verde) y  la reperfusión (flecha amarilla). 
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El deslizamiento del filamento intraluminal hasta el origen de la ACM se 

tradujo en una disminución de la PC de aproximadamente el 50% respecto de su 

valor basal, tanto en el grupo de animales alimentados con la dieta Fito-600 como 

en el alimentado con la dieta Fito-0n. En ambos grupos, la retirada del filamento 

tras los 90 min de isquemia indujo un incremento aproximado del 70% de la PC 

respecto de su valor basal. El análisis estadístico no reveló diferencias 

significativas entre los datos obtenidos con cada una de las dietas dentro de una 

misma fase del episodio de isquemia-reperfusión (Figura 16, panel izquierdo).  

En cuanto a la PAS, no se evidenciaron cambios significativos durante la 

isquemia y la reperfusión dentro de cada uno de los dos grupos, ni tampoco entre 

los grupos para cada una de las fases de la isquemia-reperfusión (Figura 16, panel 

derecho).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia) y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min en ratas Wistar macho alimentadas con las dietas Fito-600 y 

Fito-0n. Los valores de PC se expresan como porcentaje de los valores basales, y los de 

PAS en unidades de presión. Los datos se representan como media  error estándar de la 

media de 9 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 
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En cuanto al resto de parámetros perioperatorios, los valores medios de PaO2, 

PaCO2, pH y glucemia obtenidos antes, durante y después de la isquemia se 

muestran en la Tabla 9, donde puede observarse la disminución significativa de los 

valores de PaO2 (hipoxia), pH (acidosis) y glucemia (hipoglucemia) y el incremento 

de PaCO2 (hipercapnia) durante la isquemia en ambos grupos experimentales. No se 

registraron diferencias significativas para cada uno de los cuatro parámetros en 

situación basal y durante la isquemia entre los dos grupos experimentales. Durante 

la reperfusión todos los valores tendieron a recuperarse alcanzando su estado basal, 

con la excepción de pH en el grupo de animales alimentados con la dieta Fito-600 

y PaCO2 de los animales alimentados con la dieta Fito-0n, que permanecieron 

significativamente más bajos respecto de su nivel basal.  

Por lo tanto todos los animales, independientemente del tipo de dieta con el 

que habían sido alimentados, se comportaron de manera similar durante el episodio 

de isquemia-reperfusión. 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de 9 (dieta Fito-600) y 9 

(dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 y **p0.01, significativamente diferente del correspondiente valor basal (ANOVA 

muestras repetidas y post-test Dunnet). 

 

 

 

Tabla 9. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas Wistar macho alimentadas con cada una de las dos dietas y 

sometidas al episodio de isquemia-reperfusión. 

 Basal Isquemia Reperfusión 

Dieta  

Fito-600 

PaO2  127.0  29.2 104.0  18.6** 118.0  12.2 

PaCO2 32.0  6.5 38.0  2.4* 34.0  6.1 

pH 7.48  0.06 7.37  0.06** 7.39  0.06** 

Glucosa (mg/dL)  78.0  11.1 63.0  17.8* 69.0  24.6 

Dieta  

Fito-0n 

PaO2  130.0  21.8 105.0  16.0** 101.9  13.6 

PaCO2  36.0  6.9 42.0  6.1** 27.0  6.0** 

pH 7.45  0.06 7.36  0.03** 7.45  0.04 

Glucosa (mg/dL)  91.0  18.3 72.0  13.6* 79.0  13.8 
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1.2.2.  Ratas hembra 

Las ratas Wistar hembra presentaron un patrón de PC semejante al de las 

ratas macho durante el episodio de isquemia-reperfusión, con una caída de la PC de 

54-66% durante la isquemia, y un incremento de 120-150% durante la reperfusión 

(Figura 17, panel izquierdo). Por su parte, la PAS no varió respecto de su valor 

basal ni durante la isquemia ni en la reperfusión (Figura 17, panel derecho).  No se 

registraron diferencias significativas en cada una de las fases para ambos 

parámetros cuando se compararon las dos pautas alimentarias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 17. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia) y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min en ratas Wistar hembra alimentadas con las dietas Fito-600 

y Fito-0n. Los valores de PC se expresan como porcentaje de los valores basales, y los de 

PAS en unidades de presión. Los datos se representan como media  error estándar de la 

media de 7 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 

 
La variación de los valores de PaO2, PaCO2, pH y glucemia fue similar 

independientemente de la dieta suministrada. Así pues, durante la isquemia en 

ambos grupos se produjo hipoxia, hipercapnia, acidosis e hipoglucemia. No se 

registraron diferencias significativas para cada uno de los cuatro parámetros en 

situación basal y durante la isquemia entre los dos grupos experimentales Durante 

la reperfusión, y con la excepción del pH que permaneció significativamente más 

bajo, el resto de los valores tendieron a alcanzar su estado basal, incluso 
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superándolo de forma significativa como es el caso de la PaO2 en el grupo de 

animales alimentados con la dieta Fito-600. Todos estos valores se muestran en la 

Tabla 10. 

Por lo tanto todos los animales, independientemente del tipo de dieta con la 

que habían sido alimentados, se comportaron de manera similar durante el episodio 

de isquemia-reperfusión. 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de 7 (dieta Fito-600) y 9 

(dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 y **p0.01, significativamente diferente del correspondiente valor basal (ANOVA 

muestras repetidas y post-test Dunnet). 

 

1.3. Evaluación del daño cerebral isquémico: valoración 

neurológica y tamaño de infarto 

1.3.1.  Ratas macho 

A los tres días del episodio isquémico, la puntuación neurológica de los 

animales alimentados con la dieta Fito-600 fue significativamente menor que la de 

los animales alimentados con la dieta Fito-0n (Figura 18, panel izquierdo), lo que 

es indicativo de un menor déficit neurológico. Tras la eutanasia de los animales y 

el procesamiento del cerebro, los animales alimentados con la dieta Fito-600 

presentaron un volumen medio de infarto total significativamente menor que el del 

Tabla 10. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas Wistar hembra alimentadas con cada una de las dos dietas y 

sometidas al episodio de isquemia-reperfusión. 

 Basal Isquemia Reperfusión 

Dieta  

Fito-600 

PaO2  125.0  13.5 101.6  24.6* 134.2 16.3** 

PaCO2 23.9  4.5 38.7  10.2** 26.9  6.1 

pH 7.55  0.05 7.37  0.07** 7.46  0.06** 

Glucosa (mg/dL)  106.1  39.0 78.8  13.1* 86.6  21.5 

Dieta  

Fito-0n 

PaO2  117.0  13.8 98.5  17.2* 127.4  15.7 

PaCO2  25.1  4.1 40.8 13.3** 28.4  8.9 

pH 7.53  0.07 7.35  0.10** 7.45  0.09* 

Glucosa (mg/dL)  106.9  25.1 86.1  25.8* 95.6  19.2 
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grupo alimentado con la dieta Fito-0n. Tanto en las regiones corticales como en las 

subcorticales, el volumen de infarto mostró una clara tendencia a la disminución en 

el grupo alimentado con la dieta Fito-600, aunque este aumento no alcanzó 

significación estadística. Los valores medios de los volúmenes de infarto cortical, 

subcortical y total se muestran en la Figura 18 (panel derecho, valores relativos) y 

en la Tabla 11 (valores absolutos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 9 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-

0n) ratas Wistar macho sometidas a isquemia de 90 min y 3 días de reperfusión. Los 

valores se representan como mediana (línea central de la caja), percentil 75 (línea 

superior de la caja), percentil 25 (línea inferior de la caja), percentil 90 (barra de error 

superior) y percentil 10 (barra de error inferior). 

 *p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test no 

paramétrico de Mann-Whitney). 

Panel derecho: volumen de infarto  cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media   error estándar de la media. 

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test t-

Student). 
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Tabla 11. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas Wistar 

macho, alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas al episodio de isquemia-

reperfusión. 

 Volumen de infarto (mm
3
) 

Región cortical Región subcortical Total 

Dieta Fito-600 58.0 ± 47.1 63.1 ± 17.9 121.5 ± 57.2 

Dieta Fito-0n 110.0 ± 67.1 80.2 ± 16.3 190.9 ± 80.0* 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 9 (dieta Fito-

600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test t-

Student). 
 

 

En la Figura 19 se muestran dos series de las siete lonchas coronales en las 

que se secciona el cerebro para su procesamiento mediante la incubación en TTC, 

correspondientes a sendos animales de cada uno de los dos grupos experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19.  Secciones coronales de sendos animales del grupo Fito-600 (columna A) y 

Fito-0n (columna B), procesadas mediante la técnica del TTC. Las zonas pálidas 

corresponden al tejido infartado, y las que muestran coloración roja corresponden al 

tejido sano. 
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En lo referente al análisis por secciones, las áreas de infarto cortical, 

subcortical y total se representan en la Figura 20. El tamaño del infarto fue mayor 

en el grupo de animales alimentados con la dieta Fito-0n, aunque con diferentes 

niveles de significación estadística para las diferentes secciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Áreas de infarto de las secciones coronales consideradas cada una de ellas en 

conjunto (total)  y de forma separada para  las regiones corticales y subcorticales, en ratas 

Wistar macho alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas a isquemia de 90 

min y 3 días de reperfusión. Los datos se expresan como el porcentaje del área  de la 

correspondiente región contralateral  y se representan como media ± error estándar de la 

media de 9 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 y **p0.01 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-

600 (test t-Student). 
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1.3.2. Ratas hembra 

Después de tres días del episodio isquémico, el estado neurológico de las 

ratas Wistar hembra alimentadas con la dieta Fito-600 no mejoró respecto del 

registrado para las ratas alimentadas con la dieta Fito-0n (Figura 21, panel 

izquierdo). Por el contrario, la variación del valor medio de volumen de infarto 

cortical, subcortical y total siguió el mismo patrón observado para las ratas macho: 

un aumento significativo del volumen de infarto total en los animales alimentados 

con la dieta Fito-0n, y un incremento en el volumen de infarto cortical y subcortical 

respecto al grupo alimentado con la dieta Fito-600, que no llegó a ser 

significativamente diferente (Figura 21, panel derecho). Tanto en la Figura 21 

como en la Tabla 12, se observa que los mayores volúmenes de infarto se 

encuentran en las estructuras corticales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 7 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-

0n) ratas Wistar hembra sometidas a isquemia de 90 min y 3 días de reperfusión.. Los 

valores se representan como mediana (línea central de la caja), percentil 75 (línea 

superior de la caja), percentil 25 (línea inferior de la caja), percentil 90 (barra de error 

superior) y percentil 10 (barra de error inferior). 

Panel derecho: volumen de infarto cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media.   

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test t-

Student). 
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Tabla 12. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas Wistar 

hembra, alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas al episodio de 

isquemia-reperfusión. 

 Volumen de infarto (mm
3
) 

Región cortical Región subcortical Total 

Dieta Fito-600 76.3 ± 15.6 56.2 ± 10.9 134.7 ± 22.3 

Dieta Fito-0n 97.3 ± 22.7 70.9 ± 19.8 170.8 ± 32.2* 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 7 (dieta Fito-

600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test t-

Student). 
 

 

El cerebro de las ratas hembra se seccionó en 6 lonchas coronales. El análisis 

de las secciones completas (total) mostró volúmenes de infarto superiores en las 

secciones 3 y 4 de las ratas hembra alimentadas con la dieta Fito-0n. Sin embargo, 

y pese a que el volumen de infarto del grupo de animales alimentados con la dieta  

Fito-0n fue superior en todos los casos al de los animales alimentados con la dieta 

Fito-600, no se observaron variaciones significativas al realizar el análisis 

separando estructuras corticales de las subcorticales (Figura 22). 
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Figura 22. Áreas de infarto de las secciones coronales consideradas cada una de ellas en 

conjunto (total)  y de forma separada para  las regiones corticales y subcorticales, en ratas 

Wistar hembra alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas a isquemia de 90 

min y 3 días de reperfusión. Los datos se expresan como el porcentaje del área de la 

correspondiente región contralateral,  y se representan como media ± error estándar de la 

media de 7 (dieta Fito-600) y 9 (dieta Fito-0n) animales. 

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test t-

Student). 
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La comparación estadística del volumen de infarto total entre las ratas Wistar 

macho y hembra alimentadas con las dietas Fito-600 o Fito-0n, no mostró una 

influencia significativa del género; es decir, aunque el volumen de infarto de las 

ratas hembra fue ligeramente superior al de los machos, esta diferencia no alcanzó 

significación estadística (Figura 23). En ambos casos, la distribución del infarto 

siguió un patrón similar, con volúmenes mayores en las estructuras corticales que 

en las subcorticales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Volumen de infarto total de las ratas Wistar macho y hembra alimentadas con 

las dietas Fito-600 y Fito-0n. Los valores se expresan porcentualmente respecto de la 

correspondiente región contralateral (sana), y se representan como media  error estándar 

de la media de 9 (macho-Fito-600),  9 (macho-Fito-0n), 7 (hembra-Fito-600) y 9 (hembra-

Fito-0n) animales. 
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(390-410 g en las ratas WKY, y 330-350 g en las SHR). Las ratas SHR se 

mantuvieron estabuladas hasta la semana 17 para asegurar el desarrollo de 

hipertensión que en estos animales viene determinado por la edad (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Evolución ponderal de las ratas WKY y SHR macho alimentadas con las dietas 

Fito-600 y Fito-0n. Los valores se han representado como la media de 17 (WKY-Fito-0n), 

19 (WKY-Fito-600), 18 (SHR-Fito-0n) y 18  (SHR-Fito-600) animales. 

 

2.2. Hemodinámica cerebral y sistémica durante la oclusión-

reperfusión de la ACM 

Tanto las ratas SHR como las WKY utilizadas para este protocolo 

experimental mostraron un patrón de variación de la PC durante el episodio de 

isquemia-reperfusión semejante al registrado en las series experimentales previas: 

descenso de la PC tras la introducción del filamento hasta el origen de la ACM, e 

incremento posterior tras su retirada que fue, en todos los casos, superior al valor 

basal (Figura 25, panel izquierdo). No se evidenciaron diferencias de PC ni por 

efecto de la hipertensión ni como consecuencia del consumo de isoflavonas en la 

dieta. 

La PAS fue significativamente mayor en las ratas SHR (Fito-600 147±8.1, 

Fito-0n 152±5.6 mmHg) respecto de las ratas WKY (Fito-600 110±5.1, Fito-0n 

115±7.2 mmHg) independientemente de la dieta consumida. No se registraron 
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diferencias significativas entre los valores de PAS en las distintas fases del 

episodio de isquemia-reperfusión para los dos regímenes alimentarios, ni dentro de 

cada una de las cepas (Figura 25, panel derecho). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia) y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min en ratas WKY y SHR alimentadas con las dietas Fito-600 y 

Fito-0n. Los valores de PC se expresan como porcentaje de los valores basales, y los de 

PAS en unidades de presión. Los datos se representan como media  error estándar de la 

media de 10 (WKY-Fito-600), 7 (WKY-Fito-0n), 11 (SHR-Fito-600) y 11 (SHR-Fito-0n) 

animales. 

*p0.05, **p0.01 y ***p0.001 significativamente diferente del correspondiente valor en 

el grupo WKY (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 

 

Al igual que en los grupos experimentales descritos en apartados anteriores, 

la tendencia de los parámetros gasométricos durante la isquemia fue hacia la 

hipoxia, hipercapnia y acidosis. Sin embargo, las variaciones no alcanzaron 

significación estadística en todos los casos (Tabla 13). En cuanto a la glucemia, 

sólo se registró una desviación significativa en el grupo SHR-Fito-600, aunque en 

sentido contrario al registrado previamente; es decir, hacia la hiperglucemia. Las 

significaciones registradas durante la isquemia se mantuvieron, en general, durante 

la reperfusión, por lo que no se evidenció la tendencia a la normalidad en esta fase, 

al contrario de lo observado en las series experimentales anteriores.  
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Tabla 13. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas WKY y SHR macho alimentadas con cada una de las dos dietas 

y sometidas al episodio de isquemia-reperfusión. 

 Basal Isquemia Reperfusión 

W
K

Y
 

Dieta  

Fito-600 

PaO2  104.917.4 93.822.0 

47.59.6** 

92.019.7 

51.910.1** PaCO2  35.7  6.1 

pH 7.460.06 7.340.07** 7.330.06** 

Glucosa (mg/dL) 91.539.3 100.335.3 103.824.5 

Dieta  

Fito-0n 

PaO2  95.228.0 91.020.2 99.619.3 

PaCO2  45.713.1 49.010.5 44.38.2 

pH 7.410.13 7.360.09 7.350.05 

Glucosa (mg/dL) 115.124.5 113.427.9 133.918.7 

S
H

R
 

Dieta  

Fito-600 

PaO2  114.216.6 101.113.8 103.319.1 

PaCO2  32.26.6 39.07.0* 39.910.0** 

pH 7.460.06 7.410.06** 7.380.07** 

Glucosa (mg/dL) 106.919.8 132.428.0* 141.740.3** 

Dieta  

Fito-0n 

PaO2  106.121.3 86.416.0* 93.919.9 

PaCO2  40.111.2 45.010.7 43.821.2 

pH 7.43 0.08 7.390.07 7.430.03 

Glucosa (mg/dL) 113.828.7 122.729.2 130.536.4 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de  10 (WKY-Fito-600), 7 

(WKY-Fito-0n), 11 (SHR-Fito-600) y 11 (SHR-Fito-0n) animales. 

*p0.05 y **p0.01, significativamente diferente del correspondiente valor basal (ANOVA 

muestras repetidas y post-test Dunnet). 

 

2.3. Evaluación del daño cerebral isquémico: valoración 

neurológica y tamaño de infarto 

El consumo de la dieta Fito-600 no mejoró el estado neurológico de las ratas 

WKY ni de las SHR sometidas a isquemia-reperfusión, en comparación con la 

dieta Fito-0n. La puntuación neurológica no fue estadísticamente significativa entre 

ambas cepas (Figura 26, panel izquierdo). 

El volumen medio de infarto cortical de las ratas SHR fue significativamente 

superior respecto al de las ratas WKY, independientemente del régimen 

alimentario, lo que determinó un volumen de infarto total significativamente mayor 

en las ratas SHR. Es de destacar el reducido tamaño de la lesión cerebral en las 

ratas WKY, que en términos porcentuales resultó ser de un 15% aproximadamente 
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en comparación con el 25% de las ratas SHR. No se evidenció disminución del 

volumen de infarto cortical, subcortical o total como consecuencia del consumo de 

la dieta Fito-600, ni en las ratas WKY ni en las SHR (Figura 26 panel derecho, y 

Tabla 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 10 (WKY-Fito-600), 7 (WKY-Fito-

0n), 11 (SHR-Fito-600) y 11 (SHR-Fito-0n) animales. Los valores se representan como  

mediana (línea central de la caja), percentil 75 (línea superior de la caja), percentil 25 

(línea inferior de la caja), percentil 90 (barra de error superior) y percentil 10 (barra de 

error inferior). 

Panel derecho: volumen de infarto  cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media. 

*p0.05 y **p0.01 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo 

WKY (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 
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Tabla 14. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas WKY y 

SHR macho, alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas al episodio de 

isquemia-reperfusión. 

                          Volumen de infarto (mm
3
) 

 Región cortical 
Región 

subcortical 
Total 

W
K

Y
 Dieta Fito-600 44.3 ± 37.1 56.5 ± 17.7 101.6 ± 47.8 

Dieta Fito-0n 53.1 ± 46.1 52.1 ± 18.5 106.4 ± 57.5 

S
H

R
 Dieta Fito-600 95.4 ± 43.6* 48.5 ± 22.3 145.3 ± 62.5 

Dieta Fito-0n 120.0 ± 32.1** 50.4 ± 17.8 176.7 ± 48.6* 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 10 (WKY-Fito-

600), 7 (WKY-Fito-0n), 11 (SHR-Fito-600) y 11 (SHR-Fito-0n) animales. 
*p0.05 y **p0.01 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo 

WKY (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 

 

 

El análisis del volumen de infarto por secciones corroboró el hecho de que el 

menor volumen de infarto cerebral total en las ratas WKY, se debe a que éstas 

presentan volúmenes de infarto en la corteza significativamente inferiores a las 

ratas SHR. Los volúmenes de infarto en las estructuras subcorticales son muy 

similares (Figura 27). 
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Figura 27.  Áreas de infarto de las secciones coronales consideradas cada una de ellas en 

conjunto (total) y de forma separada para  las regiones corticales y subcorticales, en ratas 

WKY y SHR alimentadas con cada una de las dos dietas y sometidas a isquemia de 90 min 

y 3 días de reperfusión. Los datos se expresan como el porcentaje del área de la 

correspondiente región contralateral,  y se representan como media ± error estándar de la 

media de 10 (WKY-Fito-600), 7 (WKY-Fito-0n), 11 (SHR-Fito-600) y 11 (SHR-Fito-0n) 

animales. 
*p0.05, **p0.01 y ***p0.001 significativamente diferente del grupo alimentado con la 

dieta Fito-600 (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 
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B. NEUROPROTECCIÓN AGUDA 

1. NORMOTENSIÓN 

1.1. Evolución ponderal 

Las ratas Wistar macho alimentadas con la dieta Fito-0r alcanzaron un peso 

estable de 350 g aproximadamente hacia la semana 9 de estabulación, mientras que 

las ratas hembra necesitaron 12 semanas para alcanzar un peso estable de unos 250 

g. Las curvas de crecimiento se muestran en la Figura 28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Evolución ponderal de las ratas Wistar macho y hembra alimentadas con la 

dieta Fito-0r. Los valores se han representado como la media de 64 (machos) y 21 

(hembras) animales. 

 

1.2. Hemodinámica cerebral y sistémica durante la oclusión-
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1.2.1. Ratas macho 
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Figura 29 (panel izquierdo). La PAS no varió durante la isquemia y la reperfusión 

respecto del valor basal, en ninguno de los grupos (Figura 29, panel derecho). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia), y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min  en ratas Wistar  macho alimentadas con la dieta Fito-0r y 

destinadas al tratamiento posterior con isoflavonas. Los valores de PC se expresan como 

porcentaje de los valores basales, y los de PAS en unidades de presión. Los datos se 

representan como media  error estándar de la media de 10 (solvente), 10 (daidzeína), 12 

(genisteína) y 11 (biocanina A) animales. 

 

 

Aunque con diferentes niveles de significación, la inducción de la isquemia-

reperfusión provocó, en todos los grupos, una variación de los valores de PaO2, 

PaCO2 y pH propia del episodio isquémico tal y como se ha descrito en las series 

experimentales previas: hipoxia, hipercapnia y acidosis, con tendencia a la 

recuperación de los valores basales durante la reperfusión. La glucemia, en cambio, 

sólo disminuyó significativamente en los animales destinados al grupo control 

(Tabla 15).  
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Tabla 15. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas Wistar macho, destinadas al tratamiento con solvente (control), 

genisteína, daidzeína y biocanina A y sometidas al episodio de isquemia-

reperfusión. 

 Basal Isquemia Reperfusión 

Destinadas al 

tratamiento 

con solvente 

(control) 

PaO2  105.2  12.4 63.8  10.0** 92.6  20.5 

PaCO2  30.0  3.4 58.3  11.5** 45.8  13.2** 

pH 7.49  0.03 7.25  0.05** 7.33  0.09** 

Glucosa (mg/dL) 108.2  20.5 88.9  18.0* 86.0  17.3** 

Destinadas al 

tratamiento 

con Daidzeína 

PaO2  117.2  13.9 91.5  24.0** 101.9  15.1* 

PaCO2  29.4  5.7 46.0  13.2** 37.3  7.0* 

pH 7.48  0.06 7.31  0.09** 7.38  0.07** 

Glucosa (mg/dL) 96.4  20.5 77.0  31.9 79.0  17.5 

Destinadas al 

tratamiento 

con 

Genisteína 

PaO2  115.8  13.5 92.2  25.6** 103.4  17.8 

PaCO2  29.7  3.7 43.2  14.5** 38.2  10.4* 

pH 7.48  0.05 7.32  0.09** 7.35  0.08** 

Glucosa (mg/dL) 107.7  14.2 104.7  31.9 100.0  41.6 

Destinadas al 

tratamiento 

con  

Biocanina A 

PaO2  97.0  27.7 78.4  20.9 107.2  14.3 

PaCO2  36.1  17.3 59.1  6.5** 39.7  7.6 

pH 7.44  0.12 7.24  0.03** 7.36  0.06* 

Glucosa (mg/dL) 95.5  25.9 83.5  17.3 101.6  35.2 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de 10 (solvente), 10 

(daidzeína), 12 (genisteína) y 11 (biocanina A) animales. 

*p0.05 y **p0.01, significativamente diferente del correspondiente valor basal (ANOVA 

muestras repetidas y post-test Dunnet). 

 

 

Por lo tanto, quedó constatado que desde el punto de vista de la 

hemodinámica cerebral y sistémica, todos los animales incluidos en esta serie 

experimental se comportaron de manera homogénea, validando la distribución 

aleatoria previa en 4 grupos destinados a recibir sendos tratamientos con el 

solvente (control) o con cada una de las isoflavonas a los 30 min de la reperfusión.  
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1.2.2. Ratas hembra 

Como se detalla más adelante, la genisteína fue la única de las isoflavonas 

investigadas, cuyo efecto neuroprotector en términos de reducción del volumen de 

infarto fue significativo en ratas Wistar macho, y es por ello que fue la única 

isoflavona investigada en ratas hembra. 

El perfil de los trazados de PC y PAS durante la isquemia-reperfusión en las 

ratas hembras destinadas tanto al grupo control como al grupo destinado al 

tratamiento posterior con genisteína, fue muy similar al descrito en el resto de 

series experimentales anteriores. La cuantificación de ambos parámetros se 

presenta en la Figura 30, en la que se evidencia que no hubo diferencias 

significativas entre los dos grupos dentro de cada parámetro en cada una de las tres 

fases del episodio de isquemia-reperfusión. 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia) y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min en ratas hembra alimentadas con la dieta Fito-0r y 

destinadas al tratamiento posterior con genisteína. Los valores de PC se expresan como 

porcentaje de los valores basales y los de PAS en unidades de presión. Los datos se 

representan como media  error estándar de la media de 4 (solvente) y  4 (genisteína).  
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Las variaciones de PaO2, PaCO2, pH y glucemia durante la isquemia y la 

reperfusión siguieron comportamientos similares en los dos grupos, aunque no se 

registraron diferencias significativas debido probablemente al bajo número de 

animales (Tabla 16). 

 

Tabla 16. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas Wistar hembra destinadas al tratamiento con solvente (control) y 

genisteína  y sometidas al episodio de isquemia-reperfusión. 

  Basal Isquemia Reperfusión 

Destinadas al 

tratamiento 

con solvente 

PaO2  97.7  18.8 85.7  24.4 122.0  21.7 

PaCO2  44.3  12.7 64.0  11.0 45.7  12.5 

pH 7.37  0.09 7.22  0.08 7.33  0.09 

Glucosa (mg/dL) 73.0  16.4 88.3  41.0 87.0  2.6 

Destinadas al 

tratamiento 

con genisteína 

PaO2  85.5  15.4 84.8  26.0 118.5  16.7 

PaCO2  41.3  10.3 54.8  7.1 49.3  15.2 

pH 7.35  0.12 7.28  0.03 7.32  0.11 

Glucosa (mg/dL) 96.0  29.2 90.0  34.5 102.5  33.9 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de 4 (solvente) y 4 

(genisteína) animales. 

 

1.3. Evaluación del daño cerebral isquémico: valoración 

neurológica y tamaño de infarto 

1.3.1. Ratas macho 

El análisis de la concentración plasmática de genisteína, daidzeína y 

biocanina A puso de manifiesto que tras 72 h de tratamiento, se detectaron 

diferentes niveles de genisteína en el plasma de las ratas tratadas con genisteína 1 

mg/kg y biocanina A 1 mg/kg (Tabla 17). Por el contrario, no se detectó daidzeína 

en los animales tratados con esta isoflavona. Tampoco se detectó la presencia de 

ninguna isoflavona en el plasma obtenido antes del implante de la bomba osmótica 

(plasma 0 h).  

 

 



María Castelló Ruiz                                                                                    Resultados 

 - 99 - 

Los datos se han obtenido mediante HPLC y se representan como media  desviación 

estándar de la media de los resultados obtenidos en 10 (genisteína) y 10 (biocanina A) 

animales. 

 

 

En la Figura 31 (panel izquierdo) se han representado los valores de la 

mediana de la puntuación neurológica de los animales pertenecientes a cada uno de 

los cuatro grupos experimentales. Se aprecia una tendencia hacia la mejora del 

estado neurológico de los animales tratados con daidzeína, genisteína y biocanina 

A respecto de los animales control; sin embargo, esta tendencia no alcanzó 

significación estadística. En lo referente al volumen de infarto cerebral, los 

animales tratados con las isoflavonas mostraron una tendencia hacia su reducción; 

sin embargo, esta disminución sólo alcanzó significación estadística en el grupo 

tratado con genisteína (Figura 31, panel derecho). En la Tabla 18 se muestran en 

valores absolutos las medias del volumen de infarto total y dividido en regiones 

corticales y subcorticales de los animales incluidos en el grupo control y de los 

tratados con daidzeína, genisteína y biocanina A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 17. Concentración plasmática de genisteína (μM) en ratas Wistar macho 

tratadas con genisteína o biocanina A.  

 Plasma 0 h Plasma 72 h 

Genisteína (1 mg/kg) 0  0 0.48  0.30 

Biocanina A (1 mg/kg) 0  0 0.30  0.25 
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Figura 31. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 10 (solvente), 10 (daidzeína), 12 

(genisteína) y 11 (biocanina A) ratas Wistar macho sometidas a isquemia-reperfusión, y 

tratadas a los 30 minutos de reperfusión  con la dosis de 1 mg/kg por día durante 3 días. 

Los valores se representan como  mediana (línea central de la caja), percentil 75 (línea 

superior de la caja), percentil 25 (línea inferior de la caja), percentil 90 (barra de error 

superior) y percentil 10 (barra de error inferior). 

Panel derecho: volumen de infarto cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media. 

*p0.05 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control 

(ANOVA muestras independientes y post-test Dunnet). 
 

 

Tabla 18. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas Wistar 

macho sometidas al episodio de isquemia-reperfusión, y tratadas con solvente (control) 

o con la dosis de 1 mg/kg por día durante 3 días de  daidzeína, genisteína o biocanina A. 

 
Volumen de infarto (mm

3
) 

Región cortical Región subcortical Total 

Control 109.6 ± 30.0 79.0 ± 41.3 190.2 ± 65.2 

Daidzeína 91.2 ± 59.1 64.9 ± 35.5 157.1 ± 93.5 

Genisteína 55.9 ± 31.9* 48.2 ± 26.5 104.5 ± 54.3* 

Biocanina A 65.7 ± 48.9 61.0 ± 25.0 127.5 ± 66.2 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 10 (solvente), 10 

(daidzeína), 12 (genisteína) y 11 (biocanina A) animales. 

*p0.05 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control 

(ANOVA muestras independientes y post-test Dunnet). 

 

 

Pu
nt

ua
ci

ón
 n

e
ur

ol
óg

ic
a

0

2

4

6

8

Control Daidzeína Genisteína Biocanina A

1 mg/kg  

V
ol

um
e
n 

d
e
 i
nf

ar
to

 (
%

)

0

10

20

30

40

50

Control 

Daidzeína (1 mg/kg)

Genisteína (1 mg/kg)

Biocanina A (1 mg/kg)

Cortical Subcortical Total

*
*

 



María Castelló Ruiz                                                                                    Resultados 

 - 101 - 

El análisis del área infartada de cada una de las siete secciones coronales 

mostró reducciones significativas del área de infarto en las secciones 4, 5, 6 y 7 en 

el grupo tratado con genisteína, y en la sección 6 en el grupo tratado con biocanina 

A  (Figura 32) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1.3.2. Ratas hembra 

El tratamiento con genisteína 1 mg/kg por día durante tres días, mejoró 

significativamente el estado neurológico (Figura 33, panel izquierdo), e indujo una 

disminución significativa del volumen de infarto cerebral cortical y total en ratas 

Figura 32. Áreas de infarto de las 

secciones coronales consideradas 

cada una de ellas en conjunto 

(total), y de forma separada para  

las regiones corticales y 

subcorticales, en ratas Wistar 

macho sometidas a 90 min de 

isquemia y 3 días de reperfusión, 

y tratadas con las diferentes 

isoflavonas a la dosis de 1 mg/kg 

por día durante 3 días. Los datos 

se expresan como el porcentaje 

del área de la correspondiente 

región contralateral,  y se 

representan como media ± error 

estándar de la media de  10 

(solvente), 10 (daidzeína), 12 

(genisteína) y 11 (biocanina A) 

animales. 

 *p0.05 y **p0.01 

significativamente diferente del 

grupo control (ANOVA, post-test 

Dunnet). 
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hembra (Figura 33, panel derecho). Los valores absolutos del volumen de infarto 

cortical, subcortical y total de los dos grupos se presentan en la tabla 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 4 (solvente) y 4 (genisteína) ratas 

Wistar hembra sometidas a isquemia-reperfusión, y tratadas con la dosis de 1 mg/kg por 

día durante 3 días de genisteína a los 30 min de reperfusión. Los valores se representan 

como  mediana (línea central de la caja), percentil 75 (línea superior de la caja), percentil 

25 (línea inferior de la caja), percentil 90 (barra de error superior) y percentil 10 (barra 

de error inferior). 

*p0.05 significativamente diferente del grupo alimentado con la dieta Fito-600 (test no 

paramétrico de Mann-Whitney). 

Panel derecho: volumen de infarto cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media.   

*p0.05 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control (test t-

Student). 
 

Tabla 19. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas Wistar 

hembra sometidas al episodio de isquemia-reperfusión, y tratadas con solvente o con la 

dosis de 1 mg/kg por día durante 3 días de genisteína. 

 
Volumen de infarto (mm

3
) 

Región cortical Región subcortical Total 

Solvente  83.5 ± 8.7 70.2 ± 42.1 155.2 ± 38.2 

Genisteína 36.2 ± 38.7* 45.2 ± 6.7 82.3 ± 43.2* 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 4 (solvente) y 4 

(genisteína) animales. 

*p0.05 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control (test t-

Student). 
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El análisis del área de infarto por secciones puso de manifiesto áreas de 

infarto menores en las ratas hembra tratadas con genisteína, que alcanzaron 

diferentes niveles de significación estadística en la corteza, y como consecuencia 

en el total, de las 3 primeras secciones de tejido cerebral (2-6 mm del polo frontal) 

(Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Áreas de infarto de las 

secciones coronales consideradas 

cada una de ellas en conjunto 

(total), y de forma separada para  

las regiones corticales y 

subcorticales, en ratas Wistar 

hembra sometidas a 90 min de 

isquemia y 3 días de reperfusión, 

y tratadas con genisteína a la 

dosis de 1 mg/kg por día durante 

3 días. Los datos se expresan 

como el porcentaje del área de la 

correspondiente región 

contralateral,  y se representan 

como media ± error estándar de 

la media  de 4 (solvente) y 4 

(genisteína) animales. 

 *p0.05 y **p0.01 

significativamente diferente del 

grupo control (test t-Student). 
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La comparación estadística del volumen de infarto total entre machos y 

hembras intactas de los grupos controles y tratados con genisteína puso de 

manifiesto que dicha isoflavona redujo en un porcentaje similar el volumen de 

infarto cerebral total (55% en ratas macho vs 53% en ratas hembra) (Figura 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Volumen de infarto total de las ratas Wistar macho y hembra control y tratadas 

con genisteína. Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente 

región contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media de 

10 (machos-control), 12 (machos-genisteína), 4 (hembras-control) y 4 (hembras-

genisteína) animales. 
*p0.05 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo control (test t-

Student). 
 

2. HIPERTENSIÓN 

2.1. Hemodinámica cerebral y sistémica durante la oclusión-

reperfusión de la ACM 

Se han empleado ratas SHR macho y sus controles WKY para el estudio del 

posible efecto neuroprotector de genisteína en condiciones de hipertensión. Para 

ello se sometió a todos los animales a una isquemia focal transitoria que pudo 

verificarse al observar, en todos los grupos, un descenso de la PC de entre el 40-

75% (respecto al valor basal) tras la oclusión de la ACM, y un aumento posterior 

de la señal de PC de entre el 40-80% (respecto al valor basal) durante la 
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reperfusión. Estas variaciones de la PC pueden observarse en la Figura 36 (panel 

izquierdo). 

La PAS fue significativamente mayor en las ratas SHR que en las WKY. No 

se registraron variaciones significativas de la PAS ni durante la isquemia ni durante 

la reperfusión respecto de su valor basal tanto en las ratas WKY como en las SHR 

(Figura 36, panel derecho). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Valores de perfusión cerebral (PC, panel izquierdo) y presión arterial sistémica 

(PAS, panel derecho), antes (basal), durante (isquemia) y después (reperfusión) del 

episodio isquémico de 90 min  en ratas WKY y SHR  alimentadas con la dieta Fito-0r y 

destinadas al tratamiento posterior con genisteína 1 mg/kg y 10 mg/kg. Los valores de PC 

se expresan como porcentaje de los valores basales y los de PAS en unidades de presión. 

Los datos se representan como media  error estándar de la media de 7 (WKY-control), 6 

(WKY-genisteína 1 mg/kg), 5 (WKY-genisteína 10 mg/kg), 6 (SHR-control), 6 (SHR-

genisteína 1 mg/kg) y 6 (SHR-genisteína 10mg/kg) animales. 

*p0.05, **p0.01, ***p0.001 respecto de las ratas WKY. (ANOVA 2 vias, post-test 

Bonferroni). 

 

En la Tabla 20 se presentan los valores de PaO2, PaCO2, pH y glucemia en 

situación basal y durante la isquemia y la reperfusión. Salvo determinadas 

excepciones, la tendencia general fue hacia la disminución de los niveles de PaO2 y 

del pH y hacia el aumento de los niveles de PaCO2 y glucosa durante la isquemia. 

Después de 30 min de reperfusión algunos de los valores siguieron alejados de su 

valor basal aunque se observó una tendencia a la normalización en el resto. 
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Tabla 20. Parámetros gasométricos y glucemia en muestras de sangre arterial 

procedentes de ratas WKY y SHR destinadas al tratamiento con solvente (control), 

genisteína 1mg/kg ó genisteína 10 mg/kg  y sometidas al episodio de isquemia-

reperfusión. 

 Basal Isquemia Reperfusión 

W
K

Y
 

Destinado 

tratamiento 

solvente 

(control) 

PaO2  97.020.2 92.017.0 106.022.6 

PaCO2  39.911.9 49.07.9 43.78.8 

pH 7.390.09 7.340.06 7.400.05 

Glucosa (mg/dL) 104.736.3 121.723.4 142.125.7** 

Destinado 

tratamiento 

genisteína 

1 mg/kg 

PaO2  98.211.3 83.010.7 89.013.9 

PaCO2  35.21.7 51.78.7** 46.711.6* 

pH 7.480.03 7.360.05** 7.370.05** 

Glucosa (mg/dL) 117.020.4 113.89.0 119.518.8 

Destinado 

tratamiento 

genisteína 

10 mg/kg 

PaO2  124.017.1 97.214.2 93.823.7* 

PaCO2 37.67.3 43.411.9 48.613.0 

pH 7.430.07 7.400.06 7.340.06 

Glucosa (mg/dL) 155.268.1 150.253.6 155.028.3 

S
H

R
 

Destinado 

tratamiento 

solvente 

(control) 

PaO2  111.59.2 117.522.0 124.327.9 

PaCO2 32.51.4 36.010.4 36.32.3 

pH 7.490.07 7.420.06* 7.450.04 

Glucosa (mg/dL) 138.041.2 150.537.1 176.529.1 

Destinado 

tratamiento 

genisteína 

1 mg/kg 

PaO2  123.024.4 91.020.6** 101.826.9* 

PaCO2 34.58.5 40.24.4 35.84.5 

pH 7.470.07 7.420.05 7.440.04 

Glucosa (mg/dL) 150.022.9 166.532.2 169.249.6 

Destinado 

tratamiento 

genisteína 

10 mg/kg 

PaO2  95.719.0 101.518.1 107.315.4 

PaCO2 42.213.8 43.25.8 39.54.5 

pH 7.410.09 7.410.04 7.430.03 

Glucosa (mg/dL) 111.022.3 132.324.7 160.733.5** 

Las muestras de sangre se tomaron antes (basal), durante (isquemia) y después 

(reperfusión) del episodio isquémico de 90 min. Los datos se expresan en valores absolutos 

y se representan como media  desviación estándar de la media de 7 (WKY-control), 6 

(WKY-genisteína 1 mg/kg), 5 (WKY-genisteína 10 mg/kg), 6 (SHR-control), 6 (SHR-

genisteína 1 mg/kg) y 6 (SHR-genisteína 10mg/kg) animales. 

*p0.05 y **p0.01, significativamente diferente del correspondiente valor basal (ANOVA 

muestras repetidas y post-test Dunnet). 

 

Desde el punto de vista de la hemodinámica cerebral y sistémica, todos los 

animales incluidos en esta serie experimental se comportaron, por lo tanto, de 

manera homogénea, validando la distribución aleatoria previa en los seis grupos 

experimentales.  



María Castelló Ruiz                                                                                    Resultados 

 - 107 - 

2.2. Evaluación del daño cerebral isquémico: valoración 

neurológica y tamaño de infarto 

El análisis de la concentración plasmática de genisteína en ratas WKY y 

SHR tratadas con esta isoflavona (1 mg/kg ó 10 mg/kg), mostró presencia de 

genisteína en todos los animales pertenecientes a los cuatro grupos experimentales. 

Los valores medios de la concentración de genisteína en el plasma de estos 

animales se muestran en la Tabla 21. No se detectó genisteína en las muestras del 

plasma de 0 h.  

 

Tabla 21. Concentración plasmática de genisteína (μM) en ratas WKY y SHR 

tratadas con genisteína. 

  Plasma 0 h Plasma 72 h 

WKY 
Genisteína (1 mg/kg) 0 ± 0 0.23 ± 0.11 

Genisteína (10 mg/kg) 0 ± 0 0.69 ± 0.58 

SHR 
Genisteína (1 mg/kg) 0 ± 0 0.69 ± 0.60 

Genisteína (10 mg/kg) 0 ± 0 1.90 ± 2.37 

Los datos se han obtenido mediante HPLC y se representan como media  desviación 

estándar de la media de los resultados obtenidos en 5 (WKY, genisteína 1 mg/kg), 5 (WKY, 

genisteína 10 mg/kg), 5 (SHR, genisteína 1 mg/kg) y 6 (SHR, genisteína 10 mg/kg) 

animales. 

 

No se objetivó una mejora significativa del estado neurológico de las ratas 

WKY o SHR como consecuencia del tratamiento con genisteína 1 ó 10 mg/kg 

(Figura 37, panel izquierdo). Las ratas SHR presentaron volúmenes de infarto 

significativamente superiores a las ratas WKY en la corteza, lo que se reflejó en el 

total del encéfalo. El tratamiento agudo de las ratas WKY y SHR con genisteína 1 

mg/kg no produjo disminución del volumen de infarto cerebral, así como tampoco 

el aumento de la dosis a 10 mg/kg, que tampoco redujo el volumen de infarto 

cerebral en ninguna de las dos cepas (Figura 37, panel derecho). Los valores 

absolutos del volumen de infarto cortical, subcortical y total de los cuatro grupos se 

presentan en la Tabla 22. 
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Figura 37. Panel izquierdo: puntuación neurológica de 7 (WKY-control), 6 (WKY-

genisteína 1 mg/kg), 5 (WKY-genisteína 10 mg/kg), 6 (SHR-control), 6 (SHR-genisteína 1 

mg/kg) y 6 (SHR-genisteína 10mg/kg) ratas macho sometidas a isquemia-reperfusión, y 

tratadas con la dosis de 1 mg/kg ó 10 mg/kg por día durante 3 días de genisteína a los 30 

min  de reperfusión. Los valores se representan como  mediana (línea central de la caja), 

percentil 75 (línea superior de la caja), percentil 25 (línea inferior de la caja), percentil 90 

(barra de error superior) y percentil 10 (barra de error inferior). 

Panel derecho: volumen de infarto  cortical, subcortical y total de los mismos animales. 

Los valores se expresan porcentualmente respecto de la correspondiente región 

contralateral (sana), y se representan como media  error estándar de la media.   

*p0.05 y **p0.01 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo de 

ratas WKY  (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 

 
Tabla 22. Volumen de infarto de las diferentes regiones cerebrales de ratas WKY y 

SHR sometidas al episodio de isquemia-reperfusión, y tratadas con solvente o con 1 ó 

10 mg/kg por día durante 3 días de genisteina. 

 
 

Volumen de infarto (mm
3
) 

Región cortical Región subcortical Total 

W
K

Y
 Solvente (control) 44.5  53.5 41.5  16.5 85.8  67.0 

Genisteína 1 mg/kg 33.4  44.1 45.4  28.1 79.3  65.4 

Genisteína 10 mg/kg 31.3  40.9 57.5  35.1 88.6  69.5 

S
H

R
 Solvente (control) 101.9  33.8 83.8  85.8 171.1  63.0 

Genisteína 1 mg/kg 127.5  50.1** 63.9  43.9 192.5  91.1* 

Genisteína 10 mg/kg 100.8  30.4* 47.1  27.9 149.5  50.7 

Los valores se expresan como media ± desviación estándar de la media de 7 (WKY-

control), 6 (WKY-genisteína 1 mg/kg), 5 (WKY-genisteína 10 mg/kg), 6 (SHR-control), 6 

(SHR-genisteína 1 mg/kg) y 6 (SHR-genisteína 10mg/kg) animales. 

*p0.05 y **p0.01 significativamente diferente del correspondiente valor en el grupo de 

ratas WKY  (ANOVA 2 vias, post-test Bonferroni). 
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El análisis del volumen de infarto por secciones puso de manifiesto que el 

tratamiento con genisteína no redujo el área de infarto en ninguna de las siete 

secciones ni en las ratas WKY ni en las SHR (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 38. Áreas de infarto de las secciones coronales consideradas cada una de ellas en 

conjunto (total) y de forma separada para las regiones corticales y subcorticales en ratas 

WKY y SHR sometidas a 90 min de isquemia y 3 días de reperfusión, y tratadas con 

genisteína a la dosis de 1ó 10 mg/kg por día durante 3 días. Los datos se expresan como el 

porcentaje del área total de la correspondiente región contralateral,  y se representan 

como media ± error estándar de la media de 7 (WKY-control), 6 (WKY-genisteína 1 

mg/kg), 5 (WKY-genisteína 10 mg/kg), 6 (SHR-control), 6 (SHR-genisteína 1 mg/kg) y 6 

(SHR-genisteína 10mg/kg) animales. 
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Actualmente las posibilidades de tratamiento del ictus son extremadamente 

limitadas. La única intervención posible consiste en restaurar el flujo sanguíneo en 

la zona cerebral afectada o, al menos, impedir que se produzca una disminución 

aún más severa de dicho flujo, mediante la terapia trombolítica. 

Desafortunadamente, esta aproximación vascular, a la que también se conoce como 

“neuroprotección no-farmacológica”, sólo es aplicable en un pequeño número de 

casos. Por otra parte, continuamos careciendo de fármacos neuroprotectores 

realmente eficaces, es decir, de sustancias que actúen directamente sobre el tejido 

cerebral afectado interfiriendo alguno de los pasos de la sucesión de fenómenos 

deletéreos conocida como “cascada isquémica” y que finaliza con la muerte 

neuronal. 

El presente trabajo de tesis doctoral se ha diseñado con el fin de analizar la 

posible influencia beneficiosa de los fitoestrógenos sobre el daño cerebral 

originado por el accidente cerebrovascular agudo de tipo trombo-embólico (ictus 

isquémico) asociado o no con la hipertensión. El trabajo se ha diseñado desde una 

doble vertiente: la neuroprotección preventiva y la neuroprotección aguda. La 

primera hace referencia a la exposición crónica a los fitoestrógenos con 

anterioridad al episodio isquémico. Dicha exposición se ha llevado a cabo mediante 

la ingesta de una dieta rica en fitoestrógenos. Puede considerarse, por lo tanto, una 

“intervención nutricional” cuyas conclusiones podrían aconsejar cambios en los 

hábitos alimentarios (mayor consumo de fitoestrógenos como las isoflavonas 

derivadas de la soja, por ejemplo), especialmente en grupos de pacientes con alto 

riesgo de ictus (hipertensos, diabéticos, hiperlipidémicos, etc.). La segunda hace 

referencia a la administración de fitoestrógenos una vez se ha producido el episodio 

isquémico y ha pretendido estudiar el efecto individual de cada uno de los 

diferentes fitoestrógenos, especialmente aquellos derivados de la soja. Constituye, 

por lo tanto, una aproximación similar a las que se han venido realizando 

habitualmente en los estudios sobre el potencial neuroprotector de diferentes 

fármacos. 
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1.- NEUROPROTECCIÓN PREVENTIVA: Fitoestrógenos 

dietéticos. 

1.1.- Niveles de isoflavonas en la dieta 

Una parte sustancial del presente estudio se basa en el uso de una dieta 

enriquecida en isoflavonas (Fito-600) frente a una dieta carente en ellas (Fito-0n). 

Muchas de las dietas utilizadas para roedores de laboratorio están formuladas 

utilizando soja o alfalfa como fuente de proteínas, ingredientes que contienen 

fitoestrógenos en forma de isoflavonas o coumestrol respectivamente. Puesto que 

las isoflavonas han demostrado poseer efectos biológicos, el análisis del contenido 

de isoflavonas en las dietas de los animales de laboratorio se convierte en un nuevo 

e importante factor experimental. No obstante, el contenido en isoflavonas depende 

a su vez de la variedad de soja y de las condiciones de crecimiento: calidad del 

suelo, temperatura, humedad, duración de la fase de luz diurna, etc. (Jensen y 

Ritskes-Hoitinga, 2007). Por lo tanto, el paso previo al estudio del posible efecto 

neuroprotector del consumo de dietas ricas en soja, ha sido el análisis mediante 

HPLC del contenido de isoflavonas en las tres dietas utilizadas. Este análisis ha 

puesto de manifiesto que mientras que la dieta rica en fitoestrógenos contiene 

434.3  37.6 µg/g de daidzina, glicitina y genistina (glucósidos) y sus respectivas 

formas aglicona daidzeína, gliciteína y genisteína, las dietas Fito-0n y Fito-0r están 

efectivamente libres de fitoestrógenos, puesto que no se detecta presencia alguna 

de dichas isoflavonas.  

La dieta Fito-600, formulada a base de proteína de soja, recibe este nombre 

porque su análisis muestra un contenido total de fitoestrógenos del tipo isoflavona 

de 600 μg por gramo de dieta (Weber y cols., 2001a). Sin embargo, según nuestros 

resultados, el contenido total de isoflavonas en esta misma dieta es de 430 μg/g. 

Esta variación podría deberse a las diferentes estructuras químicas en las que  las 

isoflavonas están presentes en la soja. Nuestros resultados muestran el contenido 

total de isoflavonas en sus formas glucósido y aglicona, sin embargo, otras formas 
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químicas como sus derivados acetilo (acetilglucósido daidzeína, acetilglucósido 

gliciteina, etc...), que no se han determinado, también están presentes e 

incrementan el contenido total de isoflavonas de esta dieta hasta los 600 μg/g. En 

2007, Jensen y Hoitinga analizaron el contenido de fitoestrógenos en una serie de 

dietas de laboratorio, mostrando que las isoflavonas tienen efectos biológicos 

cuando su contenido en las dietas supera el umbral de los 300-400 μg/g. Así pues, 

los niveles de isoflavonas encontrados en la dieta Fito-600 se encuentran en el 

rango que permite atribuirles los efectos observados en nuestros experimentos. 

Se calcula que las poblaciones asiáticas, grandes consumidoras de soja, 

ingieren aproximadamente 1 mg/kg de isoflavonas al día (Setchell, 1998; Bathena 

y Velasquez, 2002; Degen y cols., 2002). Las dietas de corte occidental, por su 

parte, no proporcionan más de 1-2 mg/día de isoflavonas, lo que supone para un 

adulto de unos 70 kg unos 0.014 mg/kg, es decir, unas 70 veces menos (Boker y 

cols., 2002; van Erp-Baart y cols., 2003). Asumiendo que una rata adulta ingiere 

unos 20 g de dieta al día (dato corroborado en nuestro laboratorio), y que la dieta 

contiene 600 μg/g de isoflavonas, su consumo de isoflavonas es de 12 mg/día ó 40 

mg/kg, cantidad muy superior a la de un humano adulto consumidor de una dieta 

típicamente asiática.  

Sin embargo una mayor concentración de isoflavonas en la dieta no implica 

necesariamente una mayor concentración de metabolitos en los tejidos diana. 

Aunque la concentración de isoflavonas en la dieta es un factor importante, otros, 

como el momento y la duración de la exposición a la dieta (ad libitum versus 

forzada, largo plazo versus corto plazo, durante la gestación, el crecimiento o la 

madurez, etc.); el animal utilizado (especie, cepa y género); y la sensibilidad de los 

parámetros objeto de estudio a los efectos estrogénicos o antiestrogénicos de los 

fitoestrógenos, resultan importantes para determinar la cinética y biodisponibilidad 

de las isoflavonas. Diferentes autores han determinado que la concentración de 

isoflavonas en el plasma de ratas Sprague-Dawley y Long Evans alimentadas con 

la dieta Fito-600 se sitúa en el rango de 6-10 μM (Weber y cols., 2001a; 2001b; 
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Lephart y cols., 2002). Nuestros resultados indican que los niveles plasmáticos de 

isoflavonas en ratas Wistar inmediatamente antes del episodio de isquemia-

reperfusión, se encuentran por debajo del umbral de detección (resultados no 

presentados). Esta discrepancia se debe, con toda probabilidad, al momento de la 

extracción de las muestras de sangre. En un estudio comparativo sobre la 

biodisponibilidad de 5 isoflavonas administradas conjuntamente por vía oral (3 

mg/kg de cada una de ellas), se ha observado que las concentraciones plasmáticas 

aumentan alrededor de 30 min tras la administración, descienden a continuación, y 

vuelven a aumentar alcanzando un pico máximo a las 2 h aproximadamente 

(circulación entero-hepática); a continuación descienden rápidamente hasta las 8 h, 

y a partir de ahí descienden lentamente para alcanzar niveles no detectables a las 24 

h (Mallis y cols., 2003). Puesto que en nuestros protocolos los animales se 

mantienen en ayunas desde el día anterior a la intervención quirúrgica, no resulta 

extraño que no se registre presencia de isoflavona alguna en plasma. Por lo tanto, 

ya que los animales se alimentan con la misma dieta (Fito-600), y a pesar de que la 

cepa de rata es diferente, no parece arriesgado asumir que nuestros animales 

también posean una concentración plasmática de isoflavonas de 6-10 μM. Esto, 

unido a que el análisis mediante HPLC demuestra que la dieta denominada Fito-0n 

no contiene isoflavona alguna (siendo la dieta la única fuente posible de 

isoflavonas en nuestros animales), nos permite afirmar que hemos generado un 

modelo animal que nos permite comparar dos situaciones dietéticamente bien 

definidas en cuanto al consumo de isoflavonas mediante la dieta.  

Aunque no puede considerarse uno de los objetivos principales, el primer 

parámetro registrado en el transcurso del presente estudio ha sido el peso de los 

animales. La finalidad era descartar la influencia de la dieta, rica o carente en 

fitoestrógenos, en la evolución ponderal de los animales durante su estabulación, y 

confirmar que todos ellos (dentro de cada género y cepa) afrontaban el episodio de 

isquemia-reperfusión en las mismas condiciones de peso. Nuestros resultados 

ponen de manifiesto que el consumo de la dieta  Fito-600 o Fito-0n,  no afecta a la 
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ganancia de peso, ya que pese a que sus curvas de crecimiento varían según el 

género (las ratas hembra crecen más lentamente y alcanzan valores de peso 

menores que las ratas macho), o la cepa (con el mismo tiempo de estabulación, las 

ratas WKY alcanzan valores de peso mayores que las SHR), no sufren variación 

alguna por ser alimentados con una u otra dieta.  

 Las evidencias que indicaban que las isoflavonas podrían influir sobre la 

evolución ponderal de los animales, proceden de experimentos in vitro e in vivo 

(Ørgaard y Jensen, 2008). Por lo que respecta a los estudios in vitro, las isoflavonas 

parecen tener una influencia sobre la proliferación del tejido adiposo, dependiente 

de la concentración: a 0.1-1 μM la genisteína y menos de 20 μM la daidzeína, 

inhiben la adipogénesis, mientras que entre 10-50 μM la genisteína y mas de 30 

μM la daidzeína, la estimulan. Ambas isoflavonas deben su efecto a la activación 

tanto de receptores ER como PPAR. Sin embargo, hay que tener presente que la 

concentración plasmática de genisteína en humanos que consumen alimentos ricos 

en isoflavonas tales como la soja y sus derivados, se sitúa en el rango 1-2 μM 

(Lephart y cols., 2002). Con el consumo de isoflavonas purificadas se ha llegado a 

registrar una concentración máxima de isoflavonas de 10 μM, concentración 

imposible de superar a través de la dieta. Por lo tanto, la relevancia de los 

resultados obtenidos in vitro en la situación in vivo está por determinar ya que las 

concentraciones capaces de aumentar el peso corporal en humanos tan solo pueden 

alcanzarse bajo determinados regímenes alimenticios.  

Por lo que respecta a los estudios in vivo, el tema objeto de debate es la 

influencia de las isoflavonas sobre la interrelación entre tres factores: consumo de 

comida y bebida, tejido adiposo y peso corporal. Algunos resultados han puesto de 

manifiesto que las isoflavonas incrementan el consumo de comida y agua, mientras 

que otros no han registrado efecto alguno. Sin embargo, las tres isoflavonas de la 

soja han demostrador tener efecto sobre el tejido adiposo sin afectar al consumo de 

comida y agua. Parece aceptado que las isoflavonas reducen el tejido adiposo, 

efecto mediado probablemente por la estimulación de la apoptosis de los adipocitos 
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y por la reducción del volumen individual de los mismos. Por lo que respecta al 

peso corporal, los resultados también son contradictorios: se ha puesto de 

manifiesto que la genisteína añadida a la comida no afecta o disminuye el peso 

corporal. 

1.2.- Influencia de la dieta sobre la hemodinámica cerebral y 

sistémica de ratas normotensas e hipertensas. 

El consumo de la dieta rica en isoflavonas (Fito-600) o de la dieta libre de 

isoflavonas (Fito-0n) en ratas Wistar de ambos sexos, ratas WKY macho (ambas 

normotensas) y en ratas hipertensas macho (SHR) no provoca variaciones en su 

hemodinámica cerebral y sistémica antes, durante o después del episodio de 

isquemia-reperfusión. Dentro de cada grupo experimental, e independientemente 

de la dieta consumida, los animales muestran un patrón de variación de la PC 

similar, con un descenso del flujo sanguíneo durante la isquemia y un incremento 

(hasta valores superiores al control) durante la reperfusión, y un patrón de PAS 

constante, sin cambios respecto a su valor basal, durante la isquemia o la 

reperfusión.  

Diferentes evidencias sugieren que la soja dietética, o más concretamente los 

fitoestrógenos presentes en la soja (genisteína, daidzeína y gliciteína 

fundamentalmente), podrían tener capacidades cardioprotectoras que podrían 

atribuirse, en parte, a sus acciones directas sobre el sistema vascular. Las 

isoflavonas genisteína y daidzeína han demostrado tener una actividad 

vasodilatadora en segmentos aislados de aorta torácica (Nevala y  cols., 1998; 

Mishra y cols., 2000; Squadrito y cols., 2000) y arteria pulmonar (Mishra y cols., 

2000; Karamsetty y cols., 2001) de rata; en segmentos de arteria coronaria de cerdo 

(Lee y Man, 2003) y conejo (Figtree y cols., 2000), o ya más concretamente en el 

lecho vascular cerebral, en segmentos de arteria basilar de rata (Sobey y cols., 

2004) y de conejo (Torregrosa y cols., 2003). Dicha actividad vasodilatadora, como 

ya demostró nuestro grupo (Salom y cols., 2001), entre otros (Squadrito y cols., 

2000; Sobey y cols., 2004), sería equiparable a la mostrada por 17 β-estradiol. Se 
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han propuesto varios mecanismos de acción por los que las isoflavonas podrían 

mediar estos efectos vasodilatadores, el primero se debe a su capacidad para 

antagonizar los canales de Ca
2+

 (Figtree y cols., 2000; Torregrosa y cols., 2003), y 

el segundo a sus efectos sobre el aumento de la producción o liberación de NO 

(Squadrito y cols., 2000; Sobey y cols., 2004). 

Este efecto vasodilatador de las isoflavonas se ha corroborado in vivo por la 

capacidad de estas sustancias para aumentar el flujo sanguíneo de determinados 

lechos vasculares. Nuestro grupo ya demostró que la inyección intracarotídea de 

daidzeína y biocanina A ejercía un efecto vasodilatador sobre la microvasculatura 

cerebral que se traducía en un aumento agudo del flujo sanguíneo cerebral (Salom 

y cols., 2007). Walker y colaboradores (2001) y Chin-Dusting y colaboradores 

(2004) también pusieron de manifiesto la  capacidad vasodilatadora in vivo de los 

fitoestrógenos genisteína y dehydroequol (metabolito derivado de la daidzeína) 

respectivamente, en arterias del antebrazo humano, aunque no de la isoflavona 

daidzeína. Esta capacidad de las isoflavonas para aumentar el flujo sanguíneo es 

compartida por el estrógeno natural 17 β-estradiol. Diferentes estudios muestran 

que el estrógeno aumenta el flujo sanguíneo del lecho vascular cerebral de 

humanos (Slopien y cols., 2003; Kochanowicz y cols., 2005), y de otros lechos 

vasculares como el coronario de perro (Sudhir y cols., 1995),  el uterino de oveja 

(Rosenfeld y cols., 1996; 2002) y el de la piel (Al-Khalili y cols., 1998; 

Charkoudian y cols., 1999) y antebrazo de humanos (Tagawa y cols., 1997). 

Así pues, existen buenas razones para pensar que las isoflavonas de la soja, 

debido a sus efectos vasodilatadores, podrían tener efectos sobre el flujo sanguíneo 

cerebral (PC) y sistémico (PAS), convirtiéndose en unas buenas candidatas como 

sustancias hipotensoras o anti-hipertensoras. Sin embargo, nuestros resultados en 

ratas normotensas e hipertensas alimentadas con la dieta Fito-600, muestran que el 

consumo prolongado de una dieta rica en soja no modifica la PC ni la presión 

arterial media de los animales.  
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Esta falta de efecto sobre la presión arterial en las ratas normotensas (ratas 

Wistar de ambos sexos y ratas WKY macho) utilizadas en nuestros experimentos 

no apoya la hipótesis de que las isoflavonas pudieran actuar como sustancias 

hipotensoras cuando se administran de forma prolongada mediante la dieta.  

Estos resultados son consistentes con el trabajo de Douglas y colaboradores 

(2006) en el que se demuestra que el consumo de una dieta rica en isoflavonas en 

ratas Wistar macho y hembra durante 6 meses no produce ningún efecto sobre la 

presión arterial sistólica o diastólica. Además, diversos estudios clínicos realizados 

en hombres y mujeres normotensos también muestran una falta de efecto del 

consumo de soja sobre la presión arterial (Goodman-Gruen y Kritz Silverstein, 

2001; de Kleijn y cols., 2002; Kreijamp-Kaspers y cols., 2005). Sin embargo, 

existe cierta controversia al respecto, ya que se han publicado diferentes trabajos 

experimentales y estudios clínicos que muestran un claro efecto hipotensor del 

consumo habitual de soja en la dieta de ratas Wistar macho (Mahn y cols., 2005), 

en hombres, y en mujeres normotensas pre y post-menopausicas (Teede y cols., 

2001; Yang y cols., 2005; Welty y cols., 2007). 

Del mismo modo, la administración exógena de isoflavonas mediante la 

dieta en ratas macho hipertensas (SHR) tampoco corrobora el efecto anti-

hipertensor de estas sustancias, ya que los animales, independientemente de la dieta 

administrada, muestran valores basales de presión arterial media muy similares.  

Al igual que ocurre con las ratas normotensas, existe controversia acerca del 

efecto anti-hipertensor de las dietas ricas en soja. Nevala y colaboradores (2000) 

demostraron que el consumo de una dieta rica en soja disminuía un 12% la presión 

arterial de ratas macho SHR pero no la de las hembras, mientras que otros como 

Martin y colaboradores (2001; 2002) publicaron que una dieta rica en soja 

disminuía entre un 9 y un 13% la presión arterial de ratas hembra SHR 

ovariectomizadas pero no la de las intactas ni la de los machos. Otros estudios han 

puesto de manifiesto que la adición de genisteína a dietas libres de isoflavonas sí 

disminuye significativamente la presión arterial de ratas SHR macho y ratas SHR 
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hembra intactas y ovariectomizadas (Cho y cols., 2007; Si y Liu, 2008). Esta 

misma controversia ha sido trasladada a los estudios en humanos, en los que la 

ingesta de soja en diferentes presentaciones (leche, proteína más isoflavonas, 

isoflavonas puras, etc.), o bien ha demostrado tener un efecto anti-hipertensor 

(Rivas y cols., 2002; Welty y cols., 2007), o bien no ha tenido ningún efecto sobre 

la presión arterial (Hodgson y cols., 1999; Teede y cols., 2006) de hombres y 

mujeres hipertensos. De todos modos, los efectos anti-hipertensores descritos para 

las dietas ricas en soja son modestos, ya que estas producen descensos máximos de 

presión arterial de un 10-15%.  

Nuestros resultados demuestran que no existe una influencia del género 

sobre la presión arterial. Independientemente del contenido en isoflavonas de la 

dieta, los valores basales de presión arterial media fueron similares entre ratas 

Wistar macho y hembra. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por 

Douglas y colaboradores (2006) que demostraron que el consumo de una dieta rica 

en soja no producía cambios en la presión arterial ni de las ratas Wistar macho ni 

de las hembras, descartando por tanto un efecto de género. Por el contrario, Nagata 

y colaboradores (2003) han puesto de manifiesto que el consumo de soja induce un 

descenso de la presión arterial de hombres pero no de mujeres pre o post- 

menopáusicas. 

Sin embargo, aparte de sus acciones vasodilatadoras, otros muchos efectos 

beneficiosos sobre el sistema cardiovascular han sido descritos para las isoflavonas 

de la soja, como por ejemplo su habilidad para modular las concentraciones 

plasmáticas de lípidos, disminuyendo los niveles de (LDLs) (Washburn y cols., 

1999; Vincent y Fitzpatrick, 2000), sus efectos para atenuar la aterosclerosis 

(Yamakoshi y cols., 2000; Adams y cols., 2005), o sus acciones como anti-

coagulantes (Stara y Madar, 2002) y como sustancias anti-inflamatorias (Nandur y 

cols., 2004). Además, hay que tener en cuenta que el alto contenido en ácidos 

grasos insaturados como el ácido oleico y linolénico y en fosfolípidos como la 
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lecitina característicos de la soja contribuiría en gran medida a los efectos 

cardiosaludables del consumo de soja en la dieta. 

1.3.-  Influencia del contenido de isoflavonas en la dieta 

sobre el daño cerebral isquémico en ratas normotensas. 

En el presente trabajo, la evaluación del daño cerebral isquémico se ha 

desarrollado a partir de un modelo de isquemia cerebral focal, el equivalente más 

importante del ictus isquémico. De acuerdo con el estudio Framingham, el 87% de 

ictus son causados por oclusiones cardioembólicas o aterotrombóticas; el 14% por 

hemorragias, y el 3% por razones desconocidas. Un total del 65% de ictus que 

resultan de la oclusión vascular presentan lesiones en el territorio de la ACM, el 

2% en el de la arteria cerebral anterior, el 9% en el de la arteria cerebral posterior, 

el 15% en el tronco cerebral y el cerebelo, y el resto en regiones limítrofes o en 

regiones múltiples. De acuerdo con estos y otros estudios epidemiológicos, la 

isquemia focal en el territorio de la ACM es la causa dominante de ictus. 

En la investigación experimental del ictus, esta situación se refleja en el uso 

preferente de los modelos de oclusión de la ACM. Cuando se consigue dicha 

oclusión se interrumpe el flujo sanguíneo en el tejido que depende de dicha arteria, 

incluyendo los ganglios basales los cuales son irrigados por las arterias lentículo-

estriadas. Éstas son ramas terminales de la ACM las cuales, a diferencia de las 

ramas corticales, no forman colaterales con los territorios vasculares vecinos. En 

consecuencia, los ganglios basales sufren reducciones severas de flujo sanguíneo, 

mientras que la corteza cerebral presenta un gradiente de flujo sanguíneo 

descendente desde la periferia (oligohemia benigna y penumbra isquémica) hacia el 

centro (núcleo) del territorio vascular.  

Los modelos utilizados para la oclusión de la ACM son los siguientes: 1) 

oclusión transorbital; 2) oclusión transcraneal; 3) oclusión mediante filamento 

intraluminal; y 4) oclusión mediante coágulo. Todos ellos tienen sus ventajas y sus 

limitaciones. En el momento presente la oclusión mediante filamento intraluminal 

es el método más ampliamente utilizado, y el que se ha empleado en el presente 
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estudio. Se inserta una sutura de nilón en la arteria carótida interna y se avanza 

ortógradamente hasta el origen de la ACM. Conseguir el emplazamiento correcto 

sin dañar la pared vascular es difícil, y debe hacerse bajo un control continuo del 

flujo sanguíneo. Para ello, lo más adecuado es colocar una sonda de flujo láser-

Doppler sobre la corteza cerebral irrigada por las ramas de la ACM, tal y como se 

ha llevado a cabo en el presente estudio. Como ya se ha mencionado, la técnica 

determina el cese de flujo sanguíneo en todo el territorio dependiente de la ACM, 

incluyendo los ganglios basales, y también puede disminuir el flujo en los 

territorios de las arterias cerebrales anterior y posterior. Ya que se minimiza el flujo 

colateral, los infartos son grandes y pueden llegar a representar los dos tercios del 

hemisferio completo. Por la misma razón, la penumbra se circunscribe a una 

delgada corona alrededor del núcleo isquémico. Debido al gran volumen de los 

infartos, los animales presentan déficits neurológicos severos y edema cerebral 

masivo con alto índice de mortalidad si el experimento dura varias horas. Por esta 

razón, el filamento se suele retirar entre 1 y 2 h después de su inserción. En 

nuestros protocolos este periodo ha sido exactamente de 90 min. De este modo, la 

reperfusión protege a las zonas periféricas del territorio de la ACM y los infartos 

son menores.  

Entre las limitaciones que se atribuyen a este modelo, en primer lugar hay 

que tener presente que la fisiopatología de la isquemia focal transitoria difiere de la 

permanente, y por esta razón ni los mecanismos de evolución del infarto ni la 

respuesta al tratamiento farmacológico son equivalentes a los que se obtienen tras 

la oclusión permanente. Otra limitación que se ha aducido es que la isquemia focal 

transitoria no reproduce la reperfusión que tiene lugar por la trombolisis 

espontánea o inducida. El perfil de ambas difiere en la velocidad a la que se 

recupera el flujo normal: mientras que la retirada del filamento da lugar a una 

reperfusión instantánea, la trombolisis resulta en una reperfusión progresiva. En 

tanto en cuanto la recuperación postisquémica se ve influenciada por la dinámica 

de la reperfusión, el pronóstico y la sensibilidad farmacológica de la oclusión 
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transitoria son distintos de la mayoría de las situaciones clínicas de isquemia 

reversible (Hossmann, 2008).  

Estudios epidemiológicos muestran una menor prevalencia de ictus en 

poblaciones orientales con respecto a las occidentales. Sin embargo, esta 

protección frente a la enfermedad cerebrovascular se pierde cuando las poblaciones 

asiáticas adoptan hábitos nutricionales propios de las poblaciones occidentales, lo 

que sugiere que es su estilo de vida, y no factores genéticos, el responsable de la 

baja incidencia de esta enfermedad (Glazier y Bowman, 2001). Estas observaciones 

han llevado a pensar que la soja, componente tradicional de la dieta asiática, podría 

ser la responsable de dicha protección cerebrovascular y convertirse, por tanto, en 

un factor clave en la prevención primaria del ictus.  

Por todo ello nos planteamos estudiar el efecto que el consumo de una dieta 

rica en soja pudiera tener en la prevención del ictus isquémico. Así pues, tras 

alimentar desde su destete hasta la edad adulta, a ratas Wistar macho y hembra con 

dietas que diferían fundamentalmente en su contenido en soja (dieta Fito-0n para 

las ratas control y dieta Fito-600 para las ratas tratadas), y someterlas a un episodio 

de isquemia-reperfusión, que comprobamos afrontaban en iguales condiciones 

hemodinámicas tanto a nivel sistémico como cerebral, hemos demostrado que el 

consumo de una dieta rica en soja se correlaciona con la disminución del volumen 

de infarto cerebral en ratas de ambos sexos y con una mejora del estado 

neurológico de ratas macho. Por tanto, dado que la única diferencia entre ambos 

grupos es el contenido en soja de las dietas, nuestros resultados apoyan la hipótesis 

de que el consumo de dietas ricas en soja disminuye las consecuencias del ictus. 

De entre los diferentes componentes nutricionales de la soja, las isoflavonas 

han sido las que han cobrado mayor interés como posibles responsables de su 

efecto neuroprotector. El estrógeno natural, 17 β-estradiol, aparte de sus conocidos 

efectos sobre el sistema reproductor, juega un papel esencial en el desarrollo del 

sistema nervioso central y en el mantenimiento y protección de la función cerebral 

normal en la edad adulta (Suzuki y cols., 2006). Gran cantidad de estudios apoyan 



María Castelló Ruiz                                                                                     Discusión 

 - 125 - 

el efecto neuroprotector del estrógeno en determinadas patologías 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson (Callier y cols., 2001) o la 

enfermedad de Alzheimer (Pike, 1999; Van Duijn, 1999), así como frente al daño 

y/o disfunción celular causados por el ictus. En roedores, el estrógeno ha 

demostrado ser efectivo en la reducción del volumen de infarto cerebral en 

modelos de isquemia focal (Gibson y cols., 2006), isquemia global (Jover y cols., 

2002), traumatismo cerebral (Bramlett y Dietrich, 2001), modelos 

prototrombóticos (Fukuda y cols., 2000) o modelos de inducción de isquemia focal 

por glutamato (Mendelowitsch y cols., 2001). In vitro, similares efectos 

neuroprotectores han sido demostrados en cultivos de células corticales (Singer y 

cols., 1999; Honda y cols., 2000; Sribnick y cols., 2004), células del hipocampo 

(Nilsen y Brinton, 2002; Cimarosti y cols., 2005) y células mesencefálicas (Callier 

y cols., 2001).  

Sin embargo, en la actualidad, y pese al gran número de evidencias sobre sus 

acciones neuroprotectoras, existe cierta controversia acerca del uso del estrógeno 

como agente profiláctico en humanos, ya que diferentes estudios clínicos han 

demostrado que el uso de la terapia hormonal sustitutiva en mujeres 

postmenopáusicas está asociado con un aumento del riesgo de desarrollo de cáncer 

de mama y útero fundamentalmente (Grady y cols., 1995; Anderson y cols., 2004). 

En contraste con estos resultados, los fitoestrógenos han mostrado no tener ningún 

efecto deletéreo sobre el sistema reproductor. Mientras que la suplementación 

hormonal con estradiol parece afectar al tejido reproductor de ratas y conejos 

hembra ovariectomizadas aumentando su peso uterino (Squadrito y cols., 2000; 

Lund y cols., 2007), el consumo de dietas a base de soja no varía el peso de útero 

de conejos y monos hembra (Anthony y cols., 1996; Lund y cols., 2007), así como 

tampoco lo hace el tratamiento prolongado con genisteína en ratas hembra 

ovariectomizadas (Squadrito y cols., 2000). Del mismo modo, ni la administración 

de isoflavonas mediante una dieta rica en soja en monos macho (Anthony y cols., 

1996), ni la administración de daidzeína en ratas macho (Sobey y cols., 2004) 
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parece ejercer ningún efecto sobre el tamaño testicular. Además, varios estudios 

clínicos han demostrado que el consumo de dietas ricas en soja no afecta o incluso 

puede prevenir el cáncer de mama, útero y endometrio (Bandera y cols., 2009; 

Taylor y cols., 2009; Lee y cols., 2009b). Así pues, dado que las isoflavonas, por su 

analogía estructural con el 17 β-estradiol, podrían ejercer acciones 

neuroprotectoras, y que la ingesta habitual de soja parece no tener los efectos 

adversos que habían sido descritos para el estrógeno, el consumo de dietas ricas en 

soja se convierte en una alternativa a la terapia estrogénica en la prevención del 

ictus.  

Nuestros resultados han confirmado que la exposición crónica de ratas 

Wistar macho y hembra a la dieta Fito-600 induce una disminución significativa 

del volumen de infarto cerebral, desde un 29% a un 19% (dieta Fito-0n vs dieta 

Fito-600) en ratas macho, y de un 30% a un 25% (dieta Fito-0n vs dieta Fito-600) 

en ratas hembra. Resultados similares han sido obtenidos por otros autores en ratas 

hembra Sprague-Dawley ovariectomizadas, que tras ser alimentadas durante 3 

semanas con la dieta Fito-600 y ser sometidas a isquemia focal transitoria 

(Lovekamp-Swan y cols., 2007a) o permanente (Schreihofer y cols., 2005) por 

oclusión de la arteria cerebral media, mostraron una reducción significativa del 

volumen de infarto cerebral. Por otro lado, la inyección intraperitoneal de un 

extracto de soja en ratas hembra ovariectomizadas antes de ser sometidas a 

excitotoxicidad por inyección de ácido kaínico, tiene efectos neuroprotectores 

sobre células del hipocampo (Azcoitia y cols., 2006). La genisteína administrada 

antes y después de isquemia focal por fototrombosis en ratones macho (Trieu y 

Uckun, 1999), y 30 min antes de someter a jerbos (Kindy, 1993) y ratas (Liang y 

cols., 2008) macho a un episodio de isquemia global, induce neuroprotección. Por 

último, estudios clínicos recientes han mostrado una relación inversa entre el 

consumo de soja y el riesgo de ictus de tipo isquémico en hombres y mujeres 

chinos (Liang y cols., 2009) y en mujeres pero no en hombres japoneses (Kokubo y 

cols., 2007).  
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Nuestros resultados no muestran una influencia del género en la 

neuroprotección inducida por la administración prolongada de fitoestrógenos 

dietéticos, ya que tanto las ratas Wistar macho como las hembra alimentadas con la 

dieta Fito-600 presentan volúmenes de infarto similares, lo que parece evidenciar 

que el sexo de los animales no influye en la disminución del volumen de infarto 

observada tras el consumo de la dieta rica en isoflavonas. El consumo de la dieta 

libre de isoflavonas Fito-0n tampoco produce diferencias entre el volumen de 

infarto de las ratas Wistar macho y hembra.  

La isquemia cerebral focal transitoria resulta en una pérdida masiva de 

células por necrosis en el núcleo isquémico, mientras que en la penumbra la muerte 

celular se produce por apoptosis (Ferrer y Planas, 2003). En esta zona de 

penumbra, la reducción del flujo sanguíneo y la exposición a factores deletéreos 

procedentes de las células vecinas, hace que en las horas o días siguientes a la 

isquemia las células mueran por apoptosis provocando una expansión del área de 

infarto cerebral. Así pues, la restauración del flujo sanguíneo cerebral y la 

inhibición de la apoptosis, podrían contribuir al rescate de estas células del área de 

penumbra y por tanto, a la disminución del volumen de infarto cerebral (Rau y 

cols., 2003b; Wise y cols., 2005). Recientemente, Lovekamp-Swan y 

colaboradores (2007a) han demostrado que el consumo de la dieta rica en soja Fito-

600 inhibe la apoptosis, atenuando los mecanismos dependientes e independientes 

de caspasa e incrementando la expresión de la proteína anti-apoptótica bcl-2, en 

ratas hembra ovariectomizadas sometidas a isquemia focal transitoria. Así pues, 

este efecto anti-apoptótico del consumo de dietas ricas en soja, unido a los efectos 

vasodilatadores postulados para las isoflavonas (ver apartado 1.2), que 

contribuirían a la restauración del flujo sanguíneo cerebral, podrían ser, al menos, 

dos de los mecanismos que expliquen esta disminución del volumen de infarto 

cerebral encontrada en las ratas Wistar de ambos sexos alimentadas con la dieta 

rica en soja Fito-600.  
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Se sabe que la sobreexpresión de la proteína bcl-2 inhibe el flujo de Ca
2+

 

hacia el exterior producido por oxidantes (Liang y cols., 2008), atenúa la 

peroxidación lipídica y protege a las células del peróxido de hidrógeno causante del 

daño oxidativo en el ADN (Jang y Surh, 2003). Además, las dos isoflavonas 

mayoritarias de la soja, genisteína y daidzeína, han demostrado in vitro (Wei y 

cols., 1995) e in vivo (Siow y cols., 2007) tener capacidad para aumentar de forma 

significativa enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa, glutation 

peroxidasa y citocromo c oxidasa. Estos efectos anti-apoptóticos y antioxidantes  

podrían explicar, al menos en parte, la capacidad neuroprotectora de la dieta rica en 

isoflavonas procedentes de la soja. Por otro lado, trabajos recientes han demostrado 

que el consumo de soja en la dieta induce sobreexpresión de algunos genes 

neuroprotectores en ratas hembra ovariectomizadas (Lovekamp-Swan y cols., 

2007b) y activación de la vía de señalización Notch en ratas macho, que además de 

contribuir a las propiedades anti-apoptóticas postuladas para la soja también es la 

responsable del mantenimiento de la capacidad proliferativa de las células madre 

neuronales (Huang y cols., 2009). A la vista de todos estos resultados, podemos 

concluir que los mecanismos de acción por los que las dietas ricas en soja median 

neuroprotección in vivo son muy variados y todavía desconocidos. Incluso puede 

que no sólo las isoflavonas sean las responsables del efecto profiláctico del 

consumo de soja en la dieta, sino que también otros de sus componentes 

nutricionales contribuyan a su actividad neuroprotectora. 

 

2.- NEUROPROTECCIÓN AGUDA. 

2.1.- Niveles de isoflavonas en el plasma 

La segunda vertiente del presente trabajo consiste en el estudio de la 

neuroprotección aguda en el ictus. En este sentido ya no es tanto la pauta 

alimentaria sino el efecto neuroprotector individual de cada una de las diferentes 

isoflavonas el objeto de estudio. Para ello, los animales se alimentan con la dieta 
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Fito-0r, dieta sin soja formulada a base de ingredientes refinados libre de 

isoflavonas, y se tratan después de la inducción del episodio de isquemia-

reperfusión durante 3 días con las formas puras genisteína, daidzeína o biocanina 

A. El análisis del plasma antes (plasma 0 h) y después (plasma 72 h) del 

tratamiento confirma, en primer lugar y tal y como cabía esperar, la ausencia de las 

isoflavonas genisteína, daidzeína, biocanina A y sus glucósidos correspondientes 

en el plasma de 0 h y en segundo lugar su presencia en el plasma de 72 h, lo que 

indica la eficacia en la forma de administración del tratamiento y capacidad de 

estos animales para la absorción y metabolismo de estas sustancias.  

Un punto importante a tener en cuenta es la ruta de administración, la dosis y 

la forma química de las isoflavonas utilizadas, ya que estos son parámetros 

esenciales para determinar su biodisponibilidad en el organismo. En ratas, Mallis y 

colaboradores (2003) demostraron que los parámetros farmacocinéticos de las 

isoflavonas cambiaban según si éstas se administraban de forma oral o de forma 

subcutánea. Mediante administración subcutánea (modo similar al utilizado en el 

presente trabajo) las isoflavonas tenían tiempos de vida media más cortos, pero una 

mayor biodisponibilidad, alcanzando mayores concentraciones en el plasma en 

menor tiempo. Trabajos posteriores de Moon y colaboradores (2006) también han 

demostrado que la administración intraperitoneal de genisteína y biocanina A 

aumenta la biodisponibilidad y permite alcanzar mayores concentraciones 

plasmáticas que su administración oral. En el presente trabajo las isoflavonas se 

administran a los animales mediante el implante intraperitoneal de bombas 

osmóticas que liberan una tasa constante de su carga (solvente o isoflavona) 

durante los 3 días que dura el tratamiento. Esta ruta de administración proporciona 

dos ventajas: en primer lugar, la administración intraperitoneal, tal y como se acaba 

de describir, permite aumentar la biodisponibilidad y la concentración máxima de 

las isoflavonas en el plasma; y en segundo lugar, el que sea una infusión continua 

asegura un nivel constante en el plasma evitando las fluctuaciones que se producen 

al administrarlas mediante inyecciones repetidas, las cuales provocan un aumento 
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rápido de su concentración plasmática tras la inyección y su desaparición del 

plasma en 3-4 horas (tiempo de vida medio de las isoflavonas cuando se inyectan 

de forma subcutánea) (Mallis y cols., 2003). 

El segundo parámetro a tener en cuenta para determinar la biodisponibilidad 

de las isoflavonas es la forma química en la que se administran. Cuando se 

suministran de forma oral, a través de la dieta, genisteína y daidzeína se encuentran 

fundamentalmente en sus formas glucósido genistina y daidzina. Sin embargo, la 

ausencia de estas formas en el plasma de humanos (Setchell y cols., 2002) y las 

mayores tasas de absorción descritas para las isoflavonas en forma aglicona 

respecto de su forma glucósido (Izumi y cols., 2000), demuestran que las 

isoflavonas antes de ser absorbidas han de ser desglicosiladas. Por tanto, con el fin 

de evitar esta primera fase del metabolismo y aumentar su biodisponibilidad, las 

isoflavonas se administran a nuestros animales en sus formas aglicona. Así pues, 

las ratas Wistar se tratan con las agliconas genisteína y daidzeína predominantes en 

la soja, y con una forma metilada de la genisteína (y por tanto precursora de ésta) 

presente fundamentalmente en el trébol rojo, la biocanina A. Nuestros resultados 

muestran presencia de genisteína en el plasma de los animales tratados con 

genisteína y biocanina A, y ausencia de cualquier isoflavona en el plasma de los 

animales tratados con daidzeína o solvente (grupo control). La explicación de estos 

resultados podría radicar en el papel que la microflora intestinal tiene sobre el 

metabolismo y la biodisponibilidad de las isoflavonas. Tanto bacterias intestinales 

como enzimas microsomales hepáticos se encargan de la rápida desmetilación de la 

biocanina A hasta una serie de metabolitos secundarios, entre los que se encuentra 

la genisteína (Moon y cols., 2006). Este proceso explicaría la ausencia de biocanina 

A y la presencia de genisteína en el plasma de los animales tratados con biocanina 

A. La ausencia de daidzeína en el plasma de los animales tratados con esta 

isoflavona podría deberse a su metabolismo hasta diferentes metabolitos 

secundarios siendo los más abundantes la o-desmetilangolesina y el equol, al que 

se le considera incluso más estrogénico que la propia daidzeína (Tamura, 2006).  



María Castelló Ruiz                                                                                     Discusión 

 - 131 - 

También se ha determinado el contenido de genisteína  en el plasma de las 

ratas WKY y SHR. Estos animales únicamente se trataron con genisteína por ser la 

que muestra mayor efecto neuroprotector en los experimentos previos con ratas 

Wistar. En principio, la dosis inicial de elección a la que se administraron las 

isoflavonas en todos los grupos fue de 1 mg/kg, debido a que esta es la dosis que se 

considera más próxima al rango en el que las isoflavonas ejercen sus acciones 

biológicas positivas (Keinan-Boker y cols., 2002; Valtueña y cols., 2003; Mahady, 

2005; Michelfelder, 2009). Sin embargo, la falta de efecto neuroprotector de esta 

dosis en las ratas WKY y SHR determinó el ensayo de una dosis superior de 10 

mg/kg.  

Los resultados obtenidos muestran, al igual que para las ratas Wistar, 

presencia de genisteína en el plasma de las ratas WKY y SHR tras 72 h de 

tratamiento. Sin embargo, se objetivan notables diferencias en la concentración 

plasmática de la genisteína (cuando ésta es administrada a  una dosis de 1 mg/kg) 

entre las ratas Wistar (0.46 µM), WKY (0.23 µM) y SHR (0.69 µM). Resultados 

similares han sido obtenidos por Lephart y colaboradores (2002) quienes tras 

alimentar ratas Sprague-Dawley y Long-Evans con la dieta Fito-600 observaron 

mayores niveles de isoflavonas en el plasma de las ratas Long-Evans. Por tanto, 

estos resultados en conjunto, sugieren una variabilidad en la absorción, 

metabolismo y biodisponibilidad de las isoflavonas dependiente de la cepa 

utilizada. Aunque esta disparidad de resultados sigue cumpliéndose al utilizar la 

dosis de 10 mg/kg en las ratas WKY y SHR, en ambos casos los valores 

plasmáticos de la genisteína son hasta 3 veces superiores en las ratas tratadas con la 

dosis de 10 mg/kg.  

2.2.- Efectos de las isoflavonas sobre el daño cerebral 

isquémico en ratas normotensas 

El análisis de la hemodinámica cerebral y sistémica de las ratas Wistar 

macho y hembra demuestra la homogeneidad de los grupos experimentales ya que, 

independientemente del tratamiento al que iban a ser asignados, todos los animales 
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de cada grupo experimental se enfrentaron al episodio de isquemia-reperfusión en 

iguales condiciones hemodinámicas. Además, en todos los grupos la PC siguió un 

mismo patrón de isquemia-reperfusión, con descenso del flujo durante la isquemia 

y aumento durante la reperfusión, y la PAS se mantuvo constante respecto de su 

valor basal durante la isquemia y la reperfusión.  

Los resultados obtenidos tras administrar intraperitonealmente las 

isoflavonas genisteína, daidzeína o biocanina A en ratas Wistar macho muestran 

que, en general, las isoflavonas, y más concretamente la genisteína, mejoran las 

consecuencias del ictus mediante la reducción del volumen de infarto cerebral 

cuando se administran de forma temprana tras un episodio de isquemia-reperfusión 

Por otro lado, aunque la biocanina A no consigue disminuir el volumen de infarto 

total, el análisis por secciones del tejido cerebral muestra una modesta tendencia 

hacia la reducción del tamaño del infarto con un efecto significativo en la 

reducción del área de infarto en la loncha número 6.  

A continuación, y puesto que la genisteína es la isoflavona que demuestra 

tener un mayor efecto neuroprotector, decidimos comprobar también su efecto en 

ratas hembra. Los resultados muestran de nuevo un efecto beneficioso de la 

genisteína en la disminución del volumen de infarto y en la mejora del estado 

neurológico, sin objetivarse una influencia del género ya que el efecto 

neuroprotector, en términos de volumen de infarto, fue similar en machos y 

hembras. Por tanto, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que las isoflavonas, 

fundamentalmente la genisteína, podrían ser agentes terapéuticos con potencial 

para limitar las consecuencias negativas del ictus isquémico, tanto en ratas macho 

como en hembras, cuando se administran en etapas tempranas.  

Trabajos realizados en cultivos celulares han demostrado que las isoflavonas 

genisteína y daidzeína tienen efectos neuroprotectores sobre células neuronales del 

cortex y el hipocampo de roedores (Zhao y cols., 2002; Kajta y cols., 2007; 

Schreihofer y Redmond, 2009) y humanos (Sonee y cols., 2004). Respecto de la 

genisteína, varios estudios sugieren que esta isoflavona protege cultivos de 
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neuronas primarias frente a toxicidad por glutamato (Zhao y cols., 2002; Kajta y 

cols., 2007; Schreihofer y Redmond, 2009), apoptosis inducida por el inhibidor de 

la ATPasa dependiente de calcio del retículo endoplásmico, thapsigargin (Linford y 

Dorsa, 2002), toxicidad inducida por β-amiloide (Zhao y cols., 2002; Zeng y cols., 

2004), estrés oxidativo (Sonee y cols., 2004) y daño neuronal debido a isquemia 

por deprivación de oxígeno y glucosa (Schreihofer y Redmond, 2009).  

In vivo, la genisteína también ha demostrado efectos neuroprotectores en 

ratones macho y hembra sometidos a isquemia cerebral fotoquímica (Trieu y 

Uckun, 1999), ratas macho sometidas a isquemia global (Liang y cols., 2008) y 

ratas hembra ovariectomizadas sometidas a un modelo neurodegenerativo por 

excitotoxicidad mediante la inyección de ácido kaínico (Azcoitia y cols., 2006). Sin 

embargo, existen importantes diferencias metodológicas entre estos trabajos y el 

nuestro. En primer lugar el tipo de dieta, que o bien no se especifica (en el caso del 

trabajo de Liang y colaboradores), o bien es una dieta estándar de laboratorio, muy 

probablemente formulada a base de proteína de soja, y que por tanto proporciona 

un nivel basal de isoflavonas que podría estar interfiriendo en los efectos de la 

genisteína. En segundo lugar, el modo de administración de la genisteína. Tanto 

Trieu y colaboradores como Liang y colaboradores inyectaron intraperitonealmente 

dosis similares de genisteína (16 mg/kg y 15 mg/kg respectivamente) 30 minutos 

antes y hasta 24 horas después de la inducción de la isquemia; Azcoitia y 

colaboradores, en cambio, administraron una única inyección intraperitoneal de 

genisteína 10 mg/kg 30 minutos antes del episodio isquémico. Por tanto, en 

ninguno de los casos se puede considerar un efecto exclusivamente terapéutico del 

uso de genisteína ya que su administración previa al episodio isquémico de algún 

modo podría tener un efecto preventivo frente al ictus. Finalmente, en todos los 

casos el accidente isquémico fue permanente en lugar de transitorio evitando por 

tanto el daño causado por la reperfusión. Así pues, tomando en cuenta estas 

consideraciones, podemos concluir que nuestros resultados son los primeros que 

demuestran un efecto terapéutico per se de las isoflavonas genisteína, daidzeína y 
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biocanina A ya que, aunque la genisteína fue la única en disminuir el volumen de 

infarto cerebral en ratas macho y hembra de forma significativa (15% tratadas vs 

28% control en ratas macho y 14% tratadas vs 27% control en ratas hembra no 

ovariectomizadas), las otras dos isoflavonas utilizadas también mostraron una 

tendencia similar (volumen de infarto del 23% en ratas tratadas con daidzeína y 

19% en ratas tratadas con biocanina A vs 28% de las ratas control) aunque sin 

alcanzar significación estadística.  

La hormona 17 -estradiol ha demostrado tener efectos neuroprotectores 

similares a los de la genisteína. Por ejemplo, estudios in vitro e in vivo han 

demostrado que el estrógeno protege frente a toxicidad por glutamato 

(Mendelowitsch y cols., 2001; Schreihofer y Redmond, 2009), toxicidad por β-

amiloide (Gridley y cols., 1997; Green y Simpkins, 2000; Aguado-Llera y cols., 

2007), estrés oxidativo (Gridley y cols., 1998; Sawada y Shimohama, 2000), frente 

a isquemia inducida por deprivación de oxígeno y glucosa (Wilson y cols., 2000; 

Schreihofer y Redmond, 2009), isquemia inducida por oclusión de la ACM con 

endotelina (Glendenning y cols., 2008), isquemia global (Jover y cols., 2002) o 

isquemia focal (Toung y cols., 1998; Rusa y cols., 1999). Esto unido a que las 

isoflavonas en general, y la genisteína en particular, son estructuralmente muy 

similares al estrógeno natural, sugiere que el mecanismo por el que las isoflavonas 

median neuroprotección sea su capacidad para modular al receptor estrogénico. Se 

sabe que las células cerebrales pueden expresar los dos subtipos conocidos del 

receptor: ER- y ER- (Shughrue y cols., 1997), que las isoflavonas se unen con 

mayor afinidad al ER- (Belcher y Zsarnovszky, 2001) y que la genisteína media 

neuroprotección a través de su unión al receptor estrogénico (Zeng y cols., 2004; 

Kajta y cols., 2007). Sin embargo, todavía existe cierta controversia acerca de si es 

el subtipo ER- el responsable (Nilsen y cols., 2000; Sampei y cols., 2000; Kim y 

cols., 2001; Schreihofer y Redmond, 2009) o lo es ER- (Sawada y cols., 2000; 

Linford y Dorsa, 2002). Además, la genisteína ejerce otras acciones independientes 

de receptor estrogénico como son su capacidad para inhibir enzimas del tipo tirosin 
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quinasa (Wang y Salter, 1994; Phillis y cols., 1996), o sus acciones antioxidantes 

como captadora de radicales libres (Kruk y cols., 2005). Estos podrían ser otros 

potenciales mecanismos de acción que explicasen la capacidad neuroprotectora de 

la genisteína observada en nuestro estudio. 

De todos modos, ya sea por mecanismos dependientes o independientes del 

receptor estrogénico, la genisteína ha demostrado en diferentes estudios su efecto, 

neuroprotector fundamentalmente debido a sus efectos anti-apoptóticos, que 

consisten en la disminución de los niveles de caspasa-3 activada in vitro (Linford y 

Dorsa, 2002) e in vivo (Liang y cols., 2008) y el aumento de los niveles de la 

proteína anti-apoptótica bcl-2 (Sonee y cols., 2004), y a su actividad antioxidante, 

que le permite actuar directamente como captadora de radicales libres y  además 

disminuir la peroxidación lipidica, in vitro en células corticales humanas e in vivo 

en ratas sometidas a isquemia global (Zhao y cols., 2002; Liang y cols., 2008).  

Nuestros resultados muestran que la reducción del volumen de infarto en las 

ratas macho y hembras tratadas con genisteína es significativamente mayor en las 

estructuras corticales que en las subcorticales. Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos por Hong y colaboradores (2000) quienes usando un modelo similar al 

nuestro de isquemia-reperfusión en ratas han demostrado que la administración de 

un extracto de té verde disminuye el número de células apoptóticas en mayor 

medida en el cortex que en el estriado. Por otro lado, la genisteína ha demostrado 

in vitro tener efectos protectores en células corticales humanas (Sonee y cols., 

2004), de rata (Linford y Dorsa, 2002; Schreihofer y Redmond, 2009) y de ratón 

(Kajta y cols., 2007). Puesto que el cortex cerebral de la rata adulta expresa 

predominantemente ER-β (Shughrue y cols., 1997), quizá la genisteína disminuya 

el volumen de infarto en las estructuras corticales de nuestros animales a través de 

la modulación de este subtipo del receptor estrogénico, traduciéndose finalmente 

este efecto en una disminución del volumen de infarto total de estos animales.  
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3.- HIPERTENSIÓN: efectos preventivos y agudos de los 

fitoestrógenos sobre el daño cerebral isquémico. 

La hipertensión es el primer factor modificable y el segundo factor más 

importante de riesgo, después de la edad, de ictus de tipo trombótico y hemorrágico 

(Amenta y cols., 2003; Veglio y cols., 2009). De hecho, el uso de terapias anti-

hipertensoras ha sido asociado con una reducción del 35-40% de incidencia de 

ictus (Neal y cols., 2000). Puesto que el uso de dietas ricas en soja había 

demostrado en algunos trabajos tener un efecto anti-hipertensor, nos propusimos 

estudiar, al igual que en las ratas Wistar normotensas, el efecto preventivo que el 

consumo de una dieta rica en soja pudiera tener sobre el ictus en ratas hipertensas 

(SHR) y sus controles normotensos, las ratas WKY, así como también el efecto 

neuroprotector de la genisteína cuando ésta se administra de forma aguda en fases 

tempranas de la reperfusión. 

La estabulación durante 17 semanas de las ratas SHR parece ser suficiente 

para generar un modelo de hipertensión ya que el análisis de su PAS basal revela 

que, independientemente de la dieta con la que sean alimentadas (Fito-600, Fito-0n 

o Fito-0r), basta con este tiempo para que alcancen el estado de hipertensión y para 

que se enfrenten al episodio de isquemia-reperfusión con valores de presión arterial 

media significativamente superiores a los de sus homólogas normotensas, las ratas 

WKY.  

Los resultados obtenidos muestran, que independientemente de la cepa (SHR 

o WKY), las ratas alimentadas con la dieta rica en soja Fito-600 presentan la 

misma susceptibilidad frente a un episodio de isquemia-reperfusión que las 

alimentadas con la dieta sin soja Fito-0n, ya que el consumo crónico de isoflavonas 

de la soja mediante la dieta, ni disminuye de forma significativa el volumen de 

infarto, ni mejora el estado neurológico de las ratas SHR ni de las ratas WKY. 

Estos resultados, especialmente los que conciernen a las ratas WKY, no coinciden 

con los obtenidos previamente en las ratas Wistar (discutidos en el apartado 1.3) ni 

por otros (Schreihofer y cols., 2005; Lovekamp-Swany cols., 2007), que 



María Castelló Ruiz                                                                                     Discusión 

 - 137 - 

demuestran un efecto beneficioso frente al ictus del consumo de dietas ricas en soja 

en ratas normotensas. La razón más probable para esta discrepancia es el tipo de 

cepa utilizada. En 1988 Duverger y MacKenzie observaron que la oclusión 

permanente de la arteria cerebral media mediante electrocoagulación en 5 cepas 

diferentes de ratas se traducía en volúmenes de infarto diferentes, siendo las ratas 

WKY las que presentaban los volúmenes de infarto más pequeños 

(aproximadamente de un 15%) y más variables. Estos resultados coinciden con los 

obtenidos en el presente estudio, ya que las ratas WKY, independientemente de la 

dieta suministrada, mostraron volúmenes de infarto reducidos (15-16%) y muy 

variables. Quizá esta cuestión metodológica podría influir en la falta de efecto 

observada para la dieta Fito-600 en la disminución del volumen de infarto, puesto 

que infartos tan pequeños y variables podrían enmascarar un efecto neuroprotector 

del consumo de esta dieta. 

El análisis de la hemodinámica cerebral y sistémica de las ratas WKY y SHR 

destinadas al estudio del efecto agudo de la genisteína demuestra la homogeneidad 

de los grupos antes del tratamiento ya que, dentro de cada cepa, los animales se 

enfrentan al episodio de isquemia-reperfusión en iguales condiciones 

hemodinámicas (valor basal) y sus patrones de PC y PAS varían de un modo 

similar durante la isquemia y la reperfusión.  Por otro lado, el tratamiento con dosis 

de 1 mg/kg ó 10 mg/kg de genisteína no demuestra tener eficacia neuroprotectora, 

ya que no se produce una disminución del volumen de infarto ni una mejora del 

estado neurológico de los animales. Por tanto, nuestros resultados no nos permiten 

apoyar la hipótesis de que las isoflavonas de la soja, administradas de forma 

crónica mediante la dieta, o de que la genisteína, administrada de forma aguda tras 

la inducción de la isquemia cerebral, tengan un efecto neuroprotector frente al ictus 

en condiciones de hipertensión. 

En la actualidad, muchos trabajos corroboran la relación entre presencia de 

hipertensión y mayor incidencia de ictus (Temma y cols., 2008; Veglio y cols., 

2009). Diferentes estudios han demostrado que el uso de sustancias anti-
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hipertensoras como agentes hipolipidémicos (Leys y cols., 2002), nicardipina 

(Amenta y cols., 2009) o losartan (Dahlöf y cols., 2002), son eficaces en la 

prevención del ictus. Sin embargo, hasta donde conocemos, no han demostrado ser 

eficaces en la terapéutica del ictus (Sauter y Rudin, 1996). Algunos autores han 

postulado cierto efecto anti hipertensor del consumo de dietas ricas en soja (Ver 

apartado 1.2) que ha sido atribuido a sus efectos hipocolesterolémicos (Setchell y 

Cassidy, 1999) y antioxidantes (Mizutani y cols., 2000; Park y cols., 2005). 

Aunque no se ha publicado ningún trabajo al respecto, se postula acerca de si estos 

efectos podrían convertirlas en buenas candidatas para la prevención del ictus. Sin 

embargo, nuestros resultados no nos permiten apoyar esta hipótesis, ya que el 

consumo crónico de isoflavonas mediante la dieta no ha demostrado tener ni 

efectos anti-hipertensores, ni tampoco efectos neuroprotectores que nos permitan 

confirmarlas como buenas candidatas para la profilaxis o incluso para la 

terapéutica del ictus en presencia de hipertensión. 

Por otro lado, la observación del volumen de infarto cerebral muestra que, 

independientemente de la dieta suministrada o del tratamiento recibido, las ratas 

SHR presentan volúmenes de infarto superiores (aproximadamente el doble) a los 

de las ratas WKY. La cepa de ratas SHR empezó a desarrollarse en 1950 cuando 

Okamoto cruzó un macho WKY con hipertensión moderada (presión arterial 

sistólica de 145-175 mmHg) con una hembra con elevada presión arterial (presión 

arterial sistólica 130-140 mmHg). Tras continuas selecciones en 1963 se estableció 

definitivamente la cepa SHR (Amenta y cols., 2003). Esta es la razón por la que las 

ratas WKY suelen utilizarse, y han sido utilizadas en el presente trabajo, como 

controles normotensos de las ratas SHR. Sin embargo, ambas cepas no solamente 

difieren en los valores de presión arterial sistémica sino que también presentan 

ciertas diferencias en su metabolismo cerebral (Temma y cols., 2008), en la 

estructura de sus cerebros (Tajima y cols., 1993), en la organización de su sistema 

nervioso central (Nelson y Boulant, 1981) y en la estructura de sus arterias 
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cerebrales (Amenta y cols., 2003). Esta última diferencia podría ser la principal 

responsable de los mayores volúmenes de infarto descritos para las ratas SHR.  

La hipertensión causa principalmente dos tipos de cambios estructurales en 

las arterias cerebrales: la hipertrofia y el remodelado de la pared del vaso, que 

resultan en un estrechamiento de la luz del vaso y un incremento de la resistencia 

vascular, provocando una perfusión inadecuada del tejido cerebral (Amenta y cols., 

2003) y  una limitación de la capacidad de las arterias cerebrales (particularmente 

las pequeñas arteriolas) para dilatarse en respuesta a la isquemia (Duverger y 

MacKenzie, 1988). Todo esto finalmente podría conducir a una inadecuada 

circulación colateral (Coyle y Jokelainen, 1983) y por tanto explicar los mayores 

volúmenes de infarto encontrados en nuestros animales. Así pues, la hipertensión 

no solo incrementaría la incidencia de ictus sino que también exacerbaría el daño 

que causa. 
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1.- La presencia de altas concentraciones de isoflavonas en la dieta no impide 

ni atenúa el desarrollo de hipertensión en ratas SHR, ni modifica la presión arterial 

en ratas normotensas. Por lo tanto, estos resultados no apoyan la eficacia de la 

intervención nutricional con isoflavonas en el control de la hipertensión.  

 

2.- La presencia de altas concentraciones de isoflavonas en la dieta no 

influye en la hemodinámica cerebral y sistémica durante el episodio de isquemia-

reperfusión en el modelo experimental utilizado en el presente estudio. El perfil 

evolutivo de todos los parámetros investigados es prácticamente el mismo 

independientemente de la dieta, del género, de la cepa y de la hipertensión. La 

implicación es doble: por una parte las isoflavonas no determinan un perfil 

hemodinámico cerebral durante la isquemia-reperfusión que pudiera considerarse 

más favorable sobre el posterior daño cerebral; y por otra parte la hipertensión no 

determina un perfil hemodinámico cerebral durante la isquemia-reperfusión que 

pudiera considerarse más desfavorable sobre el posterior daño cerebral. 

 

3.- La presencia de altas concentraciones de isoflavonas en la dieta influye en 

la gravedad del daño cerebral isquémico en determinados grupos experimentales. 

Atendiendo al estado neurológico y al volumen de la lesión (infarto),  la dieta 

formulada con altas concentraciones de isoflavonas confiere neuroprotección en 

ratas Wistar macho y hembra, pero no en ratas WKY o SHR macho. El reducido 

volumen de infarto de las ratas WKY cuestiona la idoneidad de esta cepa como 

control normotenso de la cepa SHR en los estudios sobre la influencia de la 

hipertensión en el ictus. Ahora bien, si se considera la cepa Wistar como control 

positivo de la cepa SHR, cabe concluir que las isoflavonas confieren 

neuroprotección primaria en condiciones de normotensión pero no de hipertensión. 
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4.-  La administración de isoflavonas puras, concretamente genisteína, ha 

demostrado tener efecto neuroprotector en ratas Wistar macho y hembra, y por lo 

tanto deberían tenerse en cuenta como agentes neuroprotectores capaces de limitar 

el daño cerebral isquémico cuando se administran en la fase superaguda del ictus. 

Si bien esta sugerencia se apoya en los resultados obtenidos en condiciones de 

normotensión, no ocurre lo mismo en condiciones de hipertensión. 
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