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RESUMEN
La neurogénesis o generacion de nuevas células neuronales provenientes de
células progenitoras continda en el cerebro adulto en areas especificas a lo
largo de la vida. La influencia de diversos factores pueden modificarla, entre
ellos esta la actividad fisica y el dafo al sistema nervioso. Al igual que sucede
en la neurogénesis, la glia responde a diversos insultos al sistema nervioso,
como son los traumatismo directos y algunas enfermedades, tratando de

compensar el desbalance homeostatico.

La hipoglucemia es una alteracion metabdlica coman y su complicacion puede
causar dafio cerebral severo. Esta condicién es capaz de aumentar la tasa de
neurogénesis en el hipocampo. La 2-desoxiglucosa (2-DG) es un inhibidor
competitivo de la via glicolitica capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.
Se ha reportado que el uso de 2-DG simula el efecto de la hipoglucemia
cerebral; sin embargo, aun se desconocen los cambios relacionados al uso de

este farmaco.

En este estudio se reporta el efecto de 2-DG, en rata adulta, en el corto,
mediano y largo plazo sobre la proliferacion celular de hipocampo, y en el corto
y largo plazo sobre el tamafio de la astroglia. Los resultados de la
inmunoreaccion para nucleos de BrdU marcados revelan un aumento en la
proliferacion celular en el corto y mediano plazo, y un decremento en el largo
plazo; ademas de un incremento en el tamafio de la astroglia en el hipocampo
en el corto plazo, regresando a sus niveles basales en el largo plazo. Este
estudio puede dar indicios sobre la relacién funcional existente entre el tamafio
de la astroglia de hipocampo y la proliferacion celular en el giro dentado del
hipocampo, probando una vez mas la importancia de la glia en el recambio

celular general en el cerebro.



INTRODUCCION

HIPOCAMPO

El hipocampo es pilar en los estudios de plasticidad sinaptica desde hace
tiempo, con los primeros hallazgos sobre potenciacion sinaptica de largo plazo
en la via perforante que nace en la corteza entorrinal y desemboca en el giro
dentado (GD) del hipocampo (Bliss y Lomo, 1973); estos estudios
evolucionaron hacia comprobacion de la existencia de la plasticidad Hebbiana-
de la coincidencia en la actividad pre- y postsinaptica. Otros estudios de
plasticidad comprobaron la existencia de la proliferaciéon neuronal en el cerebro
adulto, postulando asi, un nuevo paradigma en el funcionamiento cerebral, la
existencia de un fendbmeno de plasticidad que provocara la incorporacion de

nuevas neuronas a circuitos funcionales en el hipocampo (Altman y Das, 1965).

Aunque no hay un consenso en relacion a los términos que describen el
hipocampo y la corteza cerebral adyacente, el término formacién hipocampal
generalmente se refiere al GD, los campos “Cornu Ammonis” CA1-CA3 y CA4

o “hilus” (considerado parte del giro dentado) y el subiculum (ver figura 1).

Esta estructura bien conocida por su papel en la adquisicién y procesamiento
de la memoria explicita a través de su circuiteria que recibe entrada y salida
principalmente a través de la corteza entorrinal. La informacion que fluye a
través del hipocampo converge primero en el giro dentado, que proyecta a
través de sus fibras musgosas al area CA3, ésta distribuye sus fibras a CAl a
través de un conjunto de fibras llamadas colaterales de Schaffer, y finalmente

CAL1 distribuye sus fibras en el subiculum, quien envia informacién de salida,



este proceso sucede con informacion adicional en cada etapa. La region de
CA2, dividiendo CA1l y CAS3, representa una porcion muy pequefa del
hipocampo, y su presencia es comunmente ignorada al considerar la funcién
del hipocampo, aunque es notable que esta pequefia regidbn parezca
inusualmente resistente a condiciones que usualmente causan grandes
cantidades de dafio celular, como en la epilepsia. Es ampliamente aceptado
gue cada una de estas regiones tiene un Unico papel funcional en el
procesamiento de informacion del hipocampo, sin embargo a la fecha se sabe

poco de la contribucion de cada una de las regiones. (Duvernoy, 2005).

N

Fig 1: Diagrama de las regiones del hipocampo: Corte coronal que muestra el
giro dentado, la region de CA1y CAS3.

El estudio de la via perforante, que trae informacién proveniente de la corteza
entorrinal, fue fundamental para dilucidar los mecanismos de plasticidad de
corto y largo plazo, esto debido a la simplicidad de su inervacién y de qué

estructuras que la generan. Esta estructura recibe entradas de informacién de



cortezas adyacentes, como son la corteza perirrinal y la corteza
parahipocampal, que le proveen de informacion accesoria de diversas areas de
procesamiento multimodal (de asociacion) de la corteza cerebral. Debido a la
regionalizacion laminar del hipocampo, es posible que tenga un procesamiento
ordenado y simplificado de multiples entradas de informacion (Drachman and
Arbit, 1966); siendo una estructura de facil estudio, en comparacion con la
complejidad de inervaciéon de la neocorteza. El hipocampo recibe también
inervacion subcortical, como es la entrada proveniente del tallo cerebral La
inervacion subcortical al hipocampo es también abundante y ordenada,
teniendo entradas del tallo cerebral como en el caso de la inervacion
serotoninérgica (Sotelo, 1991) y de estructuras limbicas como la amigdala

(Kemppainen et al., 2002).

NEUROGENESIS EN EL GIRO DENTADO DEL CEREBRO ADULTO

En cuanto a la neurogénesis en el cerebro adulto, ésta ha sido identificada
como un acontecimiento persistente a lo largo de la vida. Sucede cuando las
células progenitoras del hilus (CA4) son comprometidas a tomar un plan que
las llevara a transformarse en neuronas granulares y asi posicionarse en la
capa granular del giro dentado. Esta es controlada por muchos factores troficos
y moléculas neuroactivas. La neurogénesis es en realidad un proceso bien
preservado en la evolucion animal, hipotéticamente involucrado en diversos
mecanismos de plasticidad y reemplazo de la red neuronal; éstos, siendo
mecanismos esenciales para llevar a cabo acciones complejas como el
aprendizaje y la configuracion estructural de nuevas memorias (Paizanis et al.,

2007). Es modulada por varias condiciones fisiolégicas y patoldgicas,



dependiendo del estimulo puede aumentar o disminuir la tasa de generacion de
nuevas neuronas; el aprendizaje asociativo o hipocampo dependiente, la
respuesta ante un nuevo ambiente, la restriccion dietética, todas ellas
aumentando la neurogénesis, por el contrario el aislamiento social, el consumo
de alcohol, la deprivacion materna en etapas tempranas de la vida y el estrés
prenatal, todas ellas disminuyendo la neurogénesis (Taupin, 2005, ver tabla 1).
En otras condiciones como la hipoglucemia inducida por la insulina ocurre un
aumento en la tasa de neurogénesis, mientras que 4 semanas posterior a la
hipoglucemia disminuye ésta, debido a la pérdida de células progenitoras (Suh

et al., 2005).

ESTIMULO MODULACION
Edad Disminuye
Ciclo estral Aumenta
Ambiente enriquecido Aumenta
Actividad fisica Aumenta
Tarea de aprendizaje Aumenta
Ambiente Nuevo Aumenta
Restriccion dietética Aumenta
Aislamiento social Disminuye
Ingesta de alcohol Disminuye
Deprivacion de olor Disminuye
Deprivacion maternal Disminuye
Estrés Disminuye
Diabetes Disminuye
Derrame cerebral Aumenta
Lesion traumatica Aumenta

Tabla 1: Modulacién de la neurogénesis en etapa adulta en el giro dentado del
hipocampo. La neurogénesis es modulada por varias condiciones fisioldgicas y
patologicas. El tipo de modulacién podria variar dependiendo de la especie y
del género. (modificado de Taupin, 2005).

A pesar de que miles de neuronas nacen dia con dia, una gran cantidad de

ellas muere precipitadamente. Sin embargo, la influencia de diversos factores



exdgenos puede hacer que sobrevivan y se afilien a un determinado linaje
celular. Se ha visto que el factor de crecimiento fibroblastico-2 (FCF-2) y el
factor de crecimiento epidermal (FCE) son necesarios para el mantenimiento
de células progenitoras en la zona subventricular (ZSV) y en el hipocampo,
estos factores pudieran ser importantes para la generacion de nuevas
neuronas en el cerebro adulto (Kuhn et al.,, 1997). La glia juega un papel
fundamental en el proceso de génesis y ulterior desarrollo de nuevas neuronas
en muchas regiones del sistema nervioso adulto, sobre todo en el hipocampo
(Song et al., 2002) y la zona subventricular (Lim and Alvarez-Buylla, 1999). En
particular, se ha obtenido evidencia que demuestra el compromiso de las
células gliales en destinar la migracién de neuronas jévenes, tanto en el
cerebro intacto como en el lesionado, lo cual le adjudicaria a las mismas un
papel de células precursoras que actian como fuente de sustancias troficas
promotoras de la generacion, diferenciacion y sobrevivencia de nuevas
neuronas (Song et al., 2002). Reiterando todo lo anterior, esta muy claro que
los astrocitos maduros del hipocampo postnatal promueven la neurogénesis.
Estas funciones previamente desatendidas, contribuirian ampliamente al
potencial cerebral para generar nuevas neuronas continuamente o a la
capacidad, en el cerebro afectado, de procurar la homeostasis del sistema
nervioso, al tiempo de proveer una parte esencial del entendimiento del

sustrato celular de la plasticidad neuronal.

El mecanismo antes mencionado ha sido objeto de ardua investigacion, pero a
pesar de todos los esfuerzos, este complejo proceso, asi como el significado

real de la autorenovacion del hipocampo, no han sido bien dilucidados. Lo que



actualmente se ha esclarecido es que las células recién nacidas en el
hipocampo del animal adulto, expresan marcadores especificos para neurona,
y exhiben propiedades funcionales, como la sincronia del potencial de accion,
que son incorporadas rapidamente a circuitos neuronales preexistentes (Van

Praag et al., 2002).

GLIA

La glia fue descubierta por Virchow en 1856, quien reconoci6 que este material
tenia células estelares que eran dificiles de conservar y de distinguir de las
neuronas pequefas. Virchow y sus contemporaneos percibian a la glia como
una matriz interneuronal de donde se suspendian las neuronas y este punto de
vista prevalecié hasta tiempos recientes en que las técnicas de impregnacion
metdlica, desarrolladas por Cajal y del Rio Hortega en los albores de el siglo

XX, permitieron un basto desarrollo de la literatura sobre glia.(Peters, 1991)

Con base en la observacion por microscopia de luz, la glia en el sistema

nervioso central (SNC) es dividida en:

e Macroglia

0 Astrocitos
* Protoplasmaticos

=  Fibrosos



o Oligodendrocitos
= |nterfasciculares

= Perineuronales

e Microglia

Tradicionalmente se considera la funcién de la glia primordialmente de soporte
a las funciones neuronales, sin embargo en las Ultimas décadas se han

considerado nuevas funciones que rebasan esta concepcion (Bear, 2001).

ASTROGLIA

Los astrocitos o llamados también astroglia, son las células mas numerosas en
el cerebro, tienen forma estrellada y constituyen del 20 al 50 % del volumen en
la mayoria de las éareas cerebrales. Estos tienen en la sustancia blanca,
abundantes fibrillas por lo que reciben el nombre de astrocitos fibrosos,
mientras que en la sustancia gris contienen menos fibrillas y consecuentemente

se denominan protoplasmaéaticos (Wiley, 2002).

En el desarrollo embrionario los astrocitos provienen de la glia radial y en el
cerebro adulto aislan a las neuronas y a los oligodendrocitos, por medio de la
extension de procesos hacia la superficie de los vasos sanguineos (Pies
astrociticos), hacia la superficie de las piamadre y epéndima (Glia limitans) y

hacia los nodos de Ranvier (Ver Fig. 2). Estan comunicados por medio de



uniones tipo comunicantes, lo cual conforma un sincisio para el paso libre de

iones y pequefas moléculas a través de ellos. (Wiley, 2002).

Los astrocitos tienen algunas caracteristicas citolégicas e inmunolégicas
comunes que permiten su identificacion, entre las cuales podemos mencionar:
su forma estrellada, los pies astrociticos sobre los capilares, la gran cantidad
de haces de filamentos intermedios compuestos de PAFG (proteina acidica
fibrilar de glia), los marcadores astrociticos S-100b, proteina fijadora de calcio y
glutamina sintetasa. Ultraestructuralmente son particulares las uniones tipo
comunicantes (conexinas), los desmosomas, los granulos de glucégeno y los
arreglos ortogonales de sus membranas que sirven para su identificacion.

(Wiley, 2002).

e
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Fig. 2. En este esquema clasico se muestra la diversidad de interacciones de
los astrocitos (en negro) con diferentes poblaciones celulares en el cerebro,
conformando la barrera hematoencefélica, dando soporte a la epéndima que
rodea a las cavidades ventriculares, y teniendo una interaccion funcional para
el correcto funcionamiento de las neuronas (Copiada de Warwick y Williams,
1973).

Por mucho tiempo se creyé0 que los astrocitos formaban la barrera
hematoencefalica (BHE) y de hecho esto es cierto para algunas especies en
grados inferiores de la escala filogenético; sin embargo, en especies mas
complejas, los astrocitos inducen la formacion y el mantenimiento de uniones
estrechas entre las células endoteliales que efectivamente forman la barrera
hematoencefélica (BHE). También tienen un papel importante en la

angiogénesis que puede ser importante en el desarrollo y en la reparacion del

SNC. (Wiley, 2002).

Otro papel atribuido a los astrocitos y a la glia radial es la migracién y guia de
las neuronas en el desarrollo temprano, por medio de la liberacién de proteinas
de matriz extracelular y moléculas de adhesion celular como N-CAM, laminina 'y
fibronectina. Estas moléculas no solo participan en la migracién neuronal sino
también son determinantes en la formacion de grupos de neuronas y redes

neuronales. (Wiley, 2002)

Los astrocitos tanto in vivo como in vitro producen gran nimero de factores de
crecimiento (e.g. citocinas) que modulan la morfologia, proliferacion,
diferenciacion y sobrevivencia de distintas poblaciones neuronales y gliales.
Durante la neurotransmision pueden remover los neurotransmisores y los iones

de la hendidura sinaptica, evitando que interfieran con la futura actividad



sinaptica. Esto coincide con la presencia de transportadores para varios
neurotransmisores, canales i0nicos y receptores de neurotransmisores en su
membrana. En la detoxificacion del SNC los astrocitos tienen un papel
principal, pues pueden secuestrar metales y una gran variedad de sustancias

neuroactivas de origen endégeno y xenobidtico. (Wiley, 2002).

Ademas de las funciones anteriores, en el cerebro adulto se ha observado que
si los astrocitos son estimulados, se generan ondas de calcio intracelulares y
se propagan a través de uniones comunicantes entre los astrocitos, ésta
caracteristica podria ser relevante en el acoplamiento de la fisiologia funcional

de las neuronas y la glia (Giaume and Venance, 1998).

ACTIVACION ASTROCITICA

Como se discutié anteriormente, los astrocitos se reconocen cada vez mas
como participantes dindmicos en muchos aspectos de la fisiologia normal del
sistema nervioso (SN). Una caracteristica conservada filogenéticamente y muy
prominente de los astrocitos, es su capacidad de responder vigorosamente a
diversos insultos, mostrando cambios fenotipicos importantes como son:
hipertrofia de las proyecciones membranales, aumento en la expresion de
PAFG, vimentina, nestina, entre otras (Pekny y Nilsson, 2005), y en algunos
casos proliferacién celular cerca del area de dafio (Okada et al., 2006). La
activacion astrocitica, también llamada astrogliosis, puede ser detectada desde
una hora posterior a un trauma focal mecanico. Se ha reportado la presencia
de astrogliosis prominente en SIDA y otras infecciones virales, encefalopatia

espongiforme, enfermedades desmielinizantes, traumatismos



craneoencefalicos, y enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer. La
dinamica de su respuesta, su rapidez y su conservacion entre especies indica

una importante funcién dentro del SN (Eng and Ghirnikar, 1994).

La activacion astrocitica primero fue asumida como una condicion que impedia
la regeneracion neuronal, por medio del desarrollo de “cicatrices de glia”, sin
embargo evidencia acumulada ha indicado que puede promover Ila
recuperacion funcional ante lesiones cerebrales bajo ciertas condiciones
(Okada et al., 2006). En algunos modelos se ha observado que esta condicion
provee de energia y otros factores que promueven la sobrevivencia neuronal, el
crecimiento axonico y la reorganizacion sinaptica, por medio de la liberacion de
factores tréficos, citocinas y otras moléculas de reconocimiento de superficie.
En otros mas se ha visto que previenen que las neuronas sufran estrés
oxidativo y excitotoxicidad por glutamato, por medio de la remocion de
radicales libres y exceso de glutamato. También se ha propuesto en algunas
revisiones que la activacion astrocitica pudiera promover la neurogénesis en el
sistema nervioso central adulto, estimulando la diferenciacion neuronal,
guiando la migracion de nuevas células, o actuando como progenitores; esto
por medio de la liberacion de citocinas y otros factores de crecimiento como el
factor de crecimiento fibroblastico-2 (FCF-2) (Chen et al., 2005; Liberto et al.,
2004). EI mecanismo que pudiera generar esto seria que la activaciéon
astrocitica provocara la liberacibn de citocinas y otros factores, que
estimularian la liberacion de FCF-2 de los astrocitos, lo cual a su vez incidiria
directamente en el recambio neuronal, ya que se ha visto que FCF-2 estimula

directamente la conversion de neuroblastos a neuronas (Kuhn et al., 1997).



METABOLISMO DE GLUCOSA EN EL CEREBRO

BARRERA HEMATOENCEFALICA Y TRANSPORTE DE GLUCOSA

La especificidad de funciones e importancia de la membrana plasmatica para la
realizacion de las funciones de las distintas poblaciones celulares del sistema
nervioso central, generan la necesidad del control preciso del ambiente
extracelular en el que se encuentran dichas poblaciones celulares. Debido a
gue una gran parte de las funciones de transmision de sefiales dentro del SNC
se llevan a cabo por la despolarizacion de las membranas plasmaticas, el
balance i6nico del medio en el que se encuentran es de suma importancia. La
estructura anatomofuncional que regula el intercambio de elementos entre el
espacio extracelular del tejido neural y la circulacion general, se denomina

barrera hematoencefalica (BHE) (Prat et al., 2001).

Esta barrera es una estructura compleja formada por células endoteliales
vasculares cuya funcién depende de las uniones densas entre ellas, y de
células gliales que establecen una relacion intima con las paredes de los vasos
y capilares que irrigan al sistema nervioso central. La union de las células
endoteliales hace practicamente imposible la difusion libre de substancias del

plasma sanguineo hacia la region intersticial del tejido neural (Prat et al., 2001).

La BHE posee mecanismos de transporte selectivo que garantizan el
intercambio de metabolitos entre el microambiente neural y el plasma

sanguineo (Schlosshauer, 1993) y por lo tanto, la composicion del medio en el



que funciona el parénquima neural tiene el balance adecuado de factores para

lograr su funcion.

El transporte de glucosa a través de la BHE normalmente no es un paso
limitante en el metabolismo cerebral; sin embargo, el transporte se convierte en
un paso limitante bajo condiciones extremas de hipoglucemia o anoxia.
Algunos estudios del mecanismo de transporte de glucosa de la sangre al
cerebro no permiten distinguir entre transporte activo y difusion facilitada; sin
embargo se piensa que pueda ser similar a la difusion facilitada que ocurre en
el transporte hacia los eritrocitos en términos de los requerimientos
estructurales de la molécula de glucosa (e.g. inhibicién por florizina, floretina,
carencia de sensibilidad al Na" o a la insulina) (Betz et al., 1976). La presencia
tan ubicua del transportador GLUT1 en la barrera hematoencefalica (Pardridge
et al., 1990) apoya esta nocién, ya que usa difusion facilitada y es insensible a

Na“.

EFECTOS DE LA HIPOGLUCEMIA TRANSITORIA EN EL CEREBRO Y
FORMAS DE INDUCCION

En el estado euglucémico las concentraciones de glucosa en sangre fluctian
entre 4 y 7 mmol/L (Saltiel y Khan, 2001), niveles menores a éstos (<3.8
mmol/L) conducen a hipoglucemia, comprometiendo a las funciones vitales
(Cryer, 2007). Existen algunos estados patologicos y no patolégicos que
pueden provocar hipoglucemia, entre los no patolégicos se encuentran el
ayuno prolongado y el ejercicio excesivo. Sin embargo, la causa més frecuente

de hipoglucemia es la inducida por un exceso de insulina en el torrente



sanguineo, siendo ésta muy comun durante el tratamiento de pacientes con
Diabetes Mellitus tipo 1 (Cryer, 2007) o en personas que padecen insulinoma
(de Herder, 2004). El uso farmacolégico de 2-DG, aunque produce
hiperglucemia sanguinea, imita el estado fisiopatologico de la hipoglucemia

cerebral inducida por exceso de insulina (Breier et al., 1993).

Sin duda, el 6rgano mas afectado durante el estado hipoglucémico es el
cerebro. En el sistema nervioso la disminucion en la utilizacion efectiva de
glucosa es denominada neuroglicopenia. Esta utilizacion efectiva se traduciria
en cantidad de ATP producido, que no necesariamente correlacionaria con la
cantidad de glucosa existente en el cerebro, aunque bajo condiciones
fisiolégicas si lo seria. Mientras mayor tiempo persista el estado
neuroglicopénico, el dafio neurolégico se incrementa, llegando a ser irreversible

e incluso fatal (Cryer, 2007).

Las regiones cerebrales que estan mas propensas a dafios son la corteza
cerebral, el hipocampo, y el nicleo caudado. Diversas poblaciones neuronales
se han documentado como mas propensas a morir por hipoglucemia como el
area CA1 del hipocampo, el subiculum, y la capa granular del giro dentado

(GrGD); asi como las capas 2 y 3 de la corteza cerebral (Suh et al., 2007).

A concentraciones de glucosa por debajo de 2.5 mmol/L, la hexocinasa
cerebral ya no se satura, siendo insuficiente para proveer de la energia
necesaria al cerebro. Debido a esto, los astrocitos y las neuronas se adaptan

incrementando la cantidad de transportadores de glucosa GLUT 1y GLUT 3 en



su membrana (Nehlig, 1997). Otra de las formas de compensacion que utilizan
las neuronas son el uso de la reserva de glucégeno de la astroglia (Cryer,
2007) y la activacion del metabolismo alterno (utilizando glicerol, lactato y
cuerpos cetonicos) (Auer, 2004); debido a que estos metabolitos no son
buenos sustitutos energéticos, se incrementa el estrés oxidativo (Suh et al.,

2007), aumentando asi la posibilidad de dafio neuronal.

El efecto directo de la caida en las concentraciones de glucosa se comienza a
registrar con anormalidades en el electroencefalograma (EEG), también
aparecen sintomas que varian desde letargia, confusion, estupor, hasta llegar
al coma. Cuando la concentracién intracelular de glucosa se acerca a cero, el
EEG muestra ondas lentas y actividad paroxismal hasta que finalmente la
actividad cesa (Nehlig, 1997). El dafo neuronal temprano puede apreciarse
observando abultamientos dendriticos por microscopia electronica. La muerte
neuronal por necrosis aparece a partir que el EEG se ha vuelto isoeléctrico

(Auer, 2004).

La muerte neuronal incluye una serie de eventos moleculares previos que
ocurren en la célula tales como produccién de especies reactivas de oxigeno,
activacion de los receptores para glutamato, transicion de la permeabilidad
mitocondrial (Suh et al., 2007) y cambios en los flujos de calcio (Auer, 2004).
Es importante mencionar que una vez iniciado el proceso de muerte neuronal
éste no se detiene, aunque se corrija el estado hipoglucémico (Suh et al.,

2007). A nivel periférico se ha demostrado que la hipoglucemia inducida por



insulina produce degeneracion axonal y defectos en el transporte por si mismo

(Pozzessere et al., 1997).

Aunque exista recuperacion después de un episodio hipoglucémico agudo, ésta
es incompleta, y siempre queda algun grado de déficit neuroldgico,

principalmente defectos en la memaoria y cognicion.

HIPOGLUCEMIA INDUCIDA POR 2-DG COMO MODELO EXPERIMENTAL

Estudios previos sobre los efectos de la hipoglucemia inducida por insulina
sobre el cerebro no han sido concluyentes (Breier et al., 1993). Por esto, una
nueva alternativa para el estudio de los efectos de la hipoglucemia cerebral es
la administracion del analogo de glucosa 2-desoxiglucosa (2-DG) (Fig. 3). La 2-
DG es un inhibidor competitivo, no fisiolégico, de la via glicolitica capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica. Al ser un analogo estructural de la D-
glucosa, la 2-DG es captada por la célula para posteriormente ser fosforilada
por la enzima glucosa hexocinasa, produciendo 2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato.
El hecho de que esta molécula no pueda ser metabolizada por medio de la via
glicolitica causa su gradual acumulacion en la célula, generando la
consecuente inhibicién de la glucosa-6-fosfato isomerasa y el bloqueo de la
conversion de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato, un paso crucial en la via

glicolitica (Breier et al., 1993).



Fig. 3: Estructura molecular de la 2-desoxiglucosa
Esta propiedad intrinseca de la 2DG ha sido recientemente estudiada y
aplicada en la farmacologia clinica para el tratamiento de dos patologias muy
comunes, el cancer y la epilepsia. En el caso de esta ultima, la literatura
meédica describe que una dieta baja en carbohidratos y rica en grasas es capaz
de disminuir la frecuencia de las crisis convulsivas en pacientes que sufren de
epilepsia severa. En la actualidad, esta dieta “cetogénica” se ha mostrado Uutil
como alternativa terapéutica en pacientes con epilepsia resistente al
tratamiento farmacoldgico. Dadas sus caracteristicas moleculares, la 2-DG es
capaz de emular este efecto y de esa manera incrementar el umbral necesario
para inducir convulsiones focales por estimulacion, al tiempo que se ha
mostrado capaz de inhibir parcialmente la severidad progresiva de la epilepsia

en algunos modelos experimentales (Garriga-Canut et al., 2006).

En el caso del cancer, se ha reportado que las células tumorales son
altamente dependientes de la glicélisis para soportar sus altos requerimientos
metabdlicos. Por esta razon, la elevada captacion de glucosa en estas células
representa un punto importante de regulacion en el mantenimiento de su
crecimiento y en la supresién del proceso apoptético. La 2-DG, al inducir el
bloqueo de la via glicolitica, provoca la muerte de células tumorales por medio
de la activacién y consecuente estimulacion de la via apoptética. (Kang y

Hwang, 2006).



En el cerebro la deprivacion de glucosa provee de un paradigma experimental
para estudiar el flujo sanguineo cerebral en estudios clinicos y preclinicos.
Muchos de los estudios al respecto han sido en hipoglucemia inducida por
insulina. Sin embargo, el uso farmacologico de 2-DG es una alternativa para el
estudio de este fenomeno, por su cualidad es capaz de inhibir de manera
directa la glicdlisis y el metabolismo oxidativo sin alterar el pO,, pCO,y el pH
arterial (Breier et al., 1993). La caida en los niveles de ATP es la pieza crucial
del modelo, ya que a pesar de que la insulina y la 2-DG tienen efectos
opuestos sobre la concentracion de glucosa, estos tienen efectos similares en
el cerebro, sugiriendo un mecanismo comun que subyazca a estos cambios,

pero aun asi siendo mas directo el efecto de la 2-DG. (Elman et al., 1999).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios in vitro e in vivo se ha comprobado que la neurogénesis es
influenciada por diversas sefiales provenientes de los astrocitos. Muchas
enfermedades o insultos al SNC, destacando la hipoglucemia inducida por
insulina, pueden provocar cambio en la tasa de neurogénesis en el giro
dentado (GD). EI agente farmacolégico 2-DG produce un estado
neuroglicopénico transitorio, no se sabe si pudiera tener un efecto sobre la
neurogénesis en el GD, mas aun si el efecto esta relacionado con algun cambio

en el estado glial del hipocampo.



HIPOTESIS
La induccion de hipoglucemia transitoria por 2-DG producird activacion
astrocitica, lo cual tendra un efecto sobre la proliferacion celular en el giro
dentado (GD) del hipocampo, que se podra correlacionar con la atenuacion de

los cambios en el tiempo.



OBJETIVOS
-Determinar la tasa de proliferacion celular en el giro dentado (GD) del
hipocampo de los grupos experimental y control, en el corto, mediano y largo

plazo.

-Determinar el tamafio y la densidad de la astroglia de hipocampo, de los
grupos experimental y control en el corto y largo plazo, que pudieran estar

indicando la presencia de activacion astrocitica.

-Analizar los datos anteriores para determinar si existe una relacion intrinseca

entre los dos fenédmenos observados.



DISENO EXPERIMENTAL

Se disefio el experimento con el objetivo de evaluar la tasa de proliferacion
celular (Fig. 4). Hay 2 factores que pueden cambiar el numero de células
marcadas para BrdU, la proliferacion per se, y la sobrevivencia neuronal. Al
inyectar BrdU justo antes de la perfusion de los animales se estaria evaluando
anicamente la proliferacion, en la que recae el interés del experimento. Debido
a la nocion de que existe una poza de células progenitoras que se mantiene de
manera constante, se analizd0 el efecto a distintos tiempos posterior al
tratamiento con 2-DG, se escogieron los tiempos con base en los efectos, visto
en otros modelos, de la glucoprivacion inducida por insulina sobre la tasa de
neurogénesis. Se utiliz6 una dosis de 500mg/kg/dia de 2-DG (Breier et al.,
1993) sin causar cambios en la conducta, coma o convulsiones, pudiendo

imitar los efectos de su uso en la clinica.

Con el objetivo de evaluar el estado astrocitico (Fig. 5), se analizaron el tamafio
y el numero de ramificaciones de los astrocitos de hipocampo a través de un
solo parametro que cuantifica el nUmero de intersecciones de las proyecciones
de una célula en una graticula de circulos concéntricos (con mas detalle en
Materiales y Métodos). Se uso este método para darle a la hipertrofia
astrocitica un valor paramétrico (Martinez-Contreras et al., 2002), y hacer una
comparacion mas objetiva. Debido a la influencia que tienen los astrocitos en la
generacion de nuevas neuronas (Song et al., 2002), se decidi6 comparar este
parametro de los grupos control y experimental en el corto y largo plazo del

experimento de proliferacion celular.



Para medir la proliferacion celular se utiliza el analogo de timidina, 5-Bromo-2-
desoxiuridina (BrdU), ya que este compuesto tiene la propiedad de ser
incorporado en el momento en que una célula este replicando su ADN, y
posteriormente se divida. En la deteccidon de BrdU, las células que estén
marcadas seran ceélulas recién creadas, o células que estan por dividirse

(progenitoras).

Se decidio utilizar la técnica de perfusion transcardial con paraformaldehido
con el objetivo de fijar el tejido y de preservar su capacidad antigénica, esto
tiene importancia ya que en posteriores evaluaciones se describira el tejido
tomando como referencia el estado del animal en el momento de la perfusion.

(Descripcion mas detallada de la técnica en Materiales y Métodos).
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FIG. 4: PROLIFERACION CELULAR: Disefio experimental para evaluar la tasa
de proliferacion celular en giro dentado, en el corto, mediano y largo plazo, de
los grupos control y experimental. Los grupos incluyen el control de corto plazo
(CPC), experimental de corto plazo (CPE), control de mediano plazo (MPC),
experimental de mediano plazo (MPE), control de largo plazo (LPC) y
experimental de largo plazo (LPE).
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FIG.5: TAMANO ASTROCITICO: Disefio experimental para evaluar el tamafio
de los astrocitos de hipocampo, en el corto y largo plazo, de los grupos control
y experimental. Los grupos incluyen el control de corto plazo (CPC),
experimental de corto plazo (CPE), control de largo plazo (LPC) y experimental

de largo plazo (LPE).



RESULTADOS

PROLIFERACION CELULAR A CORTO, MEDIANO Y LARGO PLAZO

Con la dosis de 2-DG usada, no se observdO ninguna alteracion del
comportamiento aparente. La inmunoreaccion para BrdU se encontrd
predominantemente en la zona subventricular (ZSV) y en el giro dentado (GD),
y frecuentemente en forma de grupos de células marcadas (Fig. 7). Por
necesidad del protocolo, los grupos recibieron diferentes dosis de BrdU. Por lo
tanto, para normalizar los resultados, los datos de los grupos experimentales se
presentan como el porcentaje de cambio comparado contra su control
respectivo. La consecuencia temprana de la glucoprivacion (CPE) inducida por
2-DG en el hipocampo adulto es un claro incremento (63.3% + 25%) en el
namero de nucleos positivos para BrdU, comparado con el grupo control (CPC)
(Fig. 7, representativa). La proliferacion celular del GD mantuvo una tendencia
similar después de 5 dias del término de la aplicacion de 2-DG, con un
28%+4.53% de incremento en el numero de nucleos positivos para BrdU (MPE)

comparado con su control (MPC) (Fig. 8).

De manera contraria, el analisis de nucleos positivos para BrdU 12 dias
después del tratamiento, mostr6 un notorio decremento en el grupo
experimental (LPE) (52.3% + 3.23%), comparado con su control respectivo

(LPC) (Fig. 8).



Fig 7: Imagenes representativas que muestran nucleos inmunoreactivos para
BrdU en el giro dentado de rata adulta 24 horas después del término del
tratamiento (con 2-DG o solucion salina). a)GD de rata inyectada con soluciéon
salina (CPC). b)GD de rata inyectada con 2-DG (CPE)
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Fig. 8: La gréfica muestra el resultado de los conteos de nucleos
inmunoreactivos para BrdU después de tratamiento con 2-DG (n=4). Se
muestran los porcentajes de cambio de los grupos experimentales respecto a
los controles. Primero se observa un aumento en la tasa de proliferacion celular
(grupo CPE), que continua en el mediano plazo (grupo MPE), y termina por
revertirse en el largo plazo (LPE); contrario al comportamiento homogéneo de
los controles (CPE, MPE Y LPE). Para el andlisis de los grupos se utilizé una
prueba de Student-Newman-Kauls, las diferencias fueron consideradas



estadisticamente significativas cuando p<0.05 *, p<0.01**, p<0.001***, respecto
al grupo control.

TAMANO ASTROCITICO EN EL CORTO Y LARGO PLAZO

La inmunoreactividad para PAFG en el hipocampo se encontré de manera
uniforme a través de cada region para todos los cortes coronales (Fig. 9).
Tomando en cuenta lo anterior, para analizar de manera muy general el estado
glial en el hipocampo de los grupos experimental y control, y correlacionarlo
con la tasa de proliferacion celular en el GD, se obtuvo el valor de Nol y la
densidad celular de la poblacion. El valor Nol nos da un parametro aproximado
y en conjunto del nimero y tamafio de ramificaciones que posee una célula con
proyecciones de su membrana (Sholl, 1953). Para el andlisis de Nol se
tomaron las siguientes areas: capa granular de giro dentado (GrGD), capa
piramidal de CA1 (PiCAl), capa piramidal de CA3 (PiCA3), estrato radiado del
hipocampo (Erad), estrato lacunoso molecular (ELMol) y la capa polimorfica del
giro dentado (PoGD) (Ver regiones en Fig. 9), se comparo el experimental con
su propio control para cada region. Todas las regiones tuvieron diferencia
significativa en el valor de Nol (valores de P: 0.046, 0.024, 0.0016, 0.0054,
0.43, 0.0038, respectivamente) exceptuando el estrato lacunoso molecular (Fig.
10a). La densidad celular se obtuvo para las areas antes mencionadas
exceptuando GrDG, debido a la baja densidad de astrocitos en ésta region, en
ninguna de las regiones estudiadas se encontré diferencia significativa (Fig.

10b).



h

Fig. 9: Corte coronal donde se muestra la inmunoreactividad para PAFG de
manera uniforme a través de las regiones estudiadas: capa granular del giro
dentado (GrGD), capa piramidal de CAl1 ( PiCAl), capa piramidal de CA3
(PiCA3), estrato radiado (Erad), estrato lacunoso molecular ( ELMol) y capa
polimérfica de giro dentado (PoDG).
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Fig. 10: En esta imagen se muestra el estado de la astroglia del hipocampo en
el corto plazo después del tratamiento con 2-DG, se obtuvo el valor de Nol y el
namero de células de control y experimental en diversas regiones del
hipocampo (grupos CPC Y CPE), se comparé el experimental con su control
respectivo para cada region. a) Hipertrofia astrocitica en el corto plazo: se
muestra el Nol de distintas regiones del hipocampo, todas ellas exceptuando
ELMol muestran diferencias significativas. b) muestra el nimero de células
PAFG-positivas en distintas regiones del hipocampo, no existen diferencias
significativas. Para el analisis de los grupos se utilizé una prueba de ANOVA
POS HOC con un ajuste de Bonferroni.



Doce dias posterior al término de la aplicacion de 2-DG (dia 15 del disefio
experimental) se realizé la medicion completa de Nol y densidad celular del
experimental y control (grupos LPC Y LPE) para las mismas regiones
analizadas en el corto plazo, no se encontré6 ninguna diferencia entre el

experimental y el control (Fig. 11ay 11b).
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Fig. 11: En esta imagen se muestra el estado de la astroglia del hipocampo en
el largo plazo después del tratamiento con 2-DG, se obtuvo el valor de Nol y el
namero de células de control y experimental en diversas regiones del
hipocampo (grupos LPC Y LPE), se compar6 el experimental con su control



respectivo para cada region. a) se muestra el Nol de distintas regiones del
hipocampo, ninguna de ellas muestra diferencias significativas. b) muestra el
namero de células PAFG-positivas en distintas regiones del hipocampo, no
existen diferencias significativas. Para el andlisis de los grupos se utilizé6 una
prueba de ANOVA POS HOC con un ajuste de Bonferroni.



DISCUSION
El cerebro necesita de un continuo aporte de glucosa difundiendo de la sangre
a través de la barrera hematoencefalica (BHE), glia y por dltimo hacia las
neuronas. La hipoglucemia cerebral, produce comportamiento atipico en las
neuronas, Yy en casos severos puede ocasionar dafios permanentes en el
cerebro. En este estudio se produjo hipoglucemia cerebral bajo el tratamiento
con el agente 2-desoxiglucosa (2-DG), inhibidor competitivo de la via
glucolitica. El cerebro es especialmente susceptible a la 2-DG debido a su
dependencia de glucosa para funcionar correctamente. La glucoprivacion por 2-
DG no es un fendmeno fisiol6gico, sin embargo se asemeja a condiciones
neuroglicopénicas que ocurren bajo ciertas circunstancias. Usualmente, la
neuroglicopenia ocurre cuando hay un nivel bajo de glucosa en la sangre,

siendo muy comun en pacientes bajo tratamiento con insulina.

En este estudio, las ratas experimentales recibieron una dosis de 500
mg/kg/dia/ip. Esta dosis ha sido utilizada en otros estudios de glucoprivacion
sin producir cambios en el comportamiento, coma o convulsiones (Breier et al.,
1993). De manera similar no se observo en esta aplicaciébn ninguna de las

alteraciones antes mencionadas.

Los resultados indican que la glucoprivacién cerebral por 2-DG induce
diferentes modificaciones en la proliferacién celular de giro dentado (GD) de
manera tiempo-dependiente (Fig. 8). Poco después de la glucoprivacion, la
proliferacion celular en GD se incrementd considerablemente (grupo CPE).

Este incremento pudo haberse producido por una respuesta directa a la



glucoprivacion (e.g. factores troficos), o indirectamente por la muerte neuronal,
o por las dos causas. Este estudio junto con otros, propone que la proliferacion
celular en el GD puede ser modificada bajo ciertas condiciones patolégicas o

insultos al sistema nervioso.

Una condicién similar se observé en el grupo MPE. En contraste, 12 dias
después del término de la aplicacion de 2-DG (grupo LPE) hubo una reduccion
en la tasa de proliferacion en el GD. El incremento transitorio en la proliferacion
celular seguido de un decremento debajo del nivel basal inducido por 2-DG
esta en acuerdo con otros paradigmas de insulto al sistema nervioso (Suh et
al., 2005). Un asunto interesante seria investigar si la caida en la tasa de
proliferacion es permanente, reflejando la existencia de dafios permanentes a
las células progenitoras o al microambiente; o si por el contrario regresa a sus
niveles basales, podria sugerir que 2-DG produjo dafio moderado que provoco
el aumento en la tasa de proliferacion, consecuentemente disminuyendo la

poza de células progenitoras.

Debido a que los grupos CPE y LPE recibieron diferentes dosis de BrdU (1 dia
vs 3 dias, Fig. 4), una posibilidad que pudiera explicar el decremento en la
proliferacion seria que se hubieran observado poblaciones diferentes de células
BrdU-positivas, es decir, que el decremento en el grupo LPE hubiera sido
porgue las nuevas células generadas BrdU-positivas entre las 24 y las 72 hrs
se estuvieran muriendo. Sin embargo, debido a que se encontré un incremento

significativo en el niumero de nucleos BrdU-positivos en el grupo MPE, que



recibieron una dosis durante 3 dias, indica que es una posibilidad poco

probable.

Aunque no se realiz6 una inmunocitoquimica doble (BrdU y marcador neuronal)
para confirmar que el aumento en la proliferacion celular era debido a que se
estaban generando nuevas neuronas, el hecho de que la mayoria de los
nacleos BrdU-positivos que se observaron eran neuronas es muy probable,
debido a que la gran mayoria de las células nuevas producidas en la zona
subgranular de GD expresan marcadores para neurona (Doetsch y Hen, 2005;

Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Cameron y McKay, 2001).

Los astrocitos son capaces de responder ante sefales de dafio incrementando
su tamafio, ésto es también llamado astrogliosis o activacion glial (Eng y
Ghirnikar, 1994; Panickar y Norenberg, 2005; Damiani y O’Callaghan, 2007). La
activacion glial ocurre en respuesta a todo tipo de dafios al sistema nervioso,
independiente de su regionalidad, celularidad, o la base molecular del insulto.
En relacion a esto los resultados de la glucoprivacién cerebral indicaron de
manera inequivoca la presencia de hipertrofia astrocitica en distintas regiones
del hipocampo (Fig. 10a), sin cambiar la densidad astrocitica (Fig. 10b),
posterior al término del tratamiento con 2-DG (grupo CPE). Esta activacion
astrocitica es inhibida con el paso del tiempo, doce dias después del término
del tratamiento fueron suficientes (grupo LPE). Sin duda cuando los astrocitos
censan el desbalance homeostético en el cerebro, su actividad metabolica
incrementa (Liberto et al., 2004), como ocurre con el uso de 2-DG activando la

glucégenolisis y la gluconeogénesis (Elman et al., 1999), al igual que la



produccion de factores de crecimiento, que estarian a su vez causando esta
hipertrofia, probando una vez mas la existencia de la plasticidad metabdlica en

glia.

En el cerebro de roedores se propone la existencia de dos regiones principales
capaces de generar nuevas neuronas en etapa adulta: la zona subventricular y
el giro dentado del hipocampo; existe una gran influencia astrocitica en la
generacion de un ambiente propicio para que pueda suceder la conversion de
célula progenitora a neurona en ambas regiones (Lim y Alvarez-Buylla, 1999;
Song et al., 2002), implicando que los astrocitos tienen un papel funcional, mas
que meramente de soporte. Otro resultado interesante al respecto fue la
relacion que se observd entre el aumento en el tamafio de la astroglia, y los
niveles de proliferacion celular en el GD, siendo mayor el tamafio y mayor la
proliferacion celular en el grupo CPE comparado con CPC, llegando el tamafio
astrocitico a sus niveles basales en LPE, y la proliferacion abajo de sus niveles
basales en LPE. Por lo tanto, es posible que el aumento de tamafio de la
astroglia esté modificando el ambiente extracelular (e.g. factores troficos), lo

cual pudiera incrementar la conversion de célula progenitora a neurona.



MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Ratas macho adultas (200-225 gr) del bioterio de la Facultad de Medicina
(UNAM) fueron mantenidas en jaulas de acrilico en periodos de luz oscuridad
(12hrs:12hrs) con acceso a comida y agua ad libitum. Los procedimientos
experimentales se hicieron de acuerdo a los estatutos del comité de bioética
de la UNAM, se tomaron medidas para minimizar el dolor y el maltrato animal.
Se asignaron 6 grupos para los experimentos de proliferacién celular: Control
de corto plazo (CPC), Experimental de corto plazo (CPE), Control de mediano
plazo (MPC), Experimental de mediano plazo (MPE), Control de largo plazo
(LPC) y Experimental de largo plazo (LPE). Se asignaron 4 grupos para los
experimentos de tamafo astrocitico: Control de corto plazo (CPC),
Experimental de corto plazo (CPE), Control de largo plazo (LPC) vy
Experimental de largo plazo (LPE). Durante 3 dias consecutivos (d1, d2, d3),
las ratas experimentales fueron inyectadas con 2-DG (500 mg/kg/dialip,
dividida en 3 dosis al dia, diluida en agua estéril), mientras que las ratas
control fueron inyectadas con solucién salina. Para deteccién de células
nuevas, las ratas fueron inyectadas con el analogo de timidina 5-Bromo-2-
desoxiuridina (BrdU, Sigma, 9285), (560 mg/kg/dia,ip/ 3 inyecciones por dia),
con el siguiente protocolo: los grupos de corto plazo recibieron las inyecciones
de BrdU un dia después de la ultima administracion de 2-DG (d4); el grupo de
mediano plazo la recibieron en d5, d6 y d7; mientras que los grupos de largo

plazo recibieron el tratamiento en d12, d13 y d14 (ver Fig. 4).



PREPARACION DE TEJIDO E INMUNOCITOQUIMICA (BrdU)

Se realizé una inmunocitoquimica para BrdU con el objetivo de analizar la tasa
de proliferacion celular. Los animales fueron anestesiados con una sobredosis
de pentobarbital y fueron perfundidos transcardialmente con 0.9% de solucién
salina, seguida de 4% w/v de paraformaldehido frio con 1% v/v de &cido
picrico en 0.1M de bufer de fosfatos (BF). Los cerebros fueron inmediatamente
removidos y cortes de 50 um fueron obtenidos en plano coronal a través del
hipocampo usando un vibratomo (Leica VT 1000, Alemania). Los cortes fueron
incubados en 3% H>O, en BF durante 10 minutos. Posteriormente se incubo
con formamida y citrato de sodio salino, por una hora a 65°C, esto para
descubrir el antigeno, y después con HCI 2N por 30 min a 37°C para
desnaturalizar el DNA. Después, las secciones fueron lavadas 2 veces con
bufer de boratos (pH=8.5), seguidas de un lavado con BF 0.1M. Los cortes
fueron bloqueados en una solucién de BF 0.1M con 3% triton X-100 (Sigma
T7878) y 0.3% de albumina sérica bovina (Sigma A2153) (solucion de trabajo)
durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, los cortes se
incubaron con el anticuerpo primario de rata anti-BrdU (Accurate Scientific,
OBTO003, 1:1000) durante toda la noche a 4°C. Al siguiente dia, los cortes se
lavaron con solucion de trabajo tres veces y fueron incubados con anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 cabra anti-lgG de rata (Molecular probes, 1:500)
por dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones fueron
lavadas en BF, y montadas en laminillas usando el reactivo Vectashield para

conservar la fluorescencia.

PREPARACION DE TEJIDO E INMUNOCITOQUIMICA (PAFG)



Se realiz6 una inmunocitoquimica contra la proteina acidica fibrilar de glia
(PAFG) con el objetivo de analizar el tamafo y numero de las ramificaciones
de la astroglia. Los animales fueron prefundidos de igual forma que en la
inmunocitoquimica para BrdU, los cortes tratados de la misma forma con H,O,,
bloqueados de la misma forma y tratadas con el anticuerpo primario conejo
anti-PAFG (Biomedical Care, 1:500). Posteriormente, los cortes se lavaron
con solucion de trabajo y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado
cabra anti-IlgG de conejo durante dos horas, posteriormente se lavaron 3
veces con solucion de trabajo y se incubaron con el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vector Labs, Burlingame, CA, USA, 1:200) por una hora a
temperatura ambiente. La peroxidasa fue detectada utilizando
diaminobenzidina (DAB) como cromégeno en solucién liquida utilizando el Kit
de substrato DAB-plus liquido (Zymed laboratories, San Francisco, CA, USA,

00-2020).

CONTEO DE NUCLEOS BrdU POSITIVOS

Nucleos fluorescentes inmunoreactivos para BrdU fueron contados en un
microscopio modelo Nikon 550i. Se contaron como nucleos positivos aquellos
restringidos a la zona subgranular del GD y a la parte interna de la capa
granular, en ambas hojas, supra- e infrapiramidales del GD. El estudio
estadistico del conteo de nucleos BrdU positivos se realizd haciendo un
analisis de varianza seguido de una prueba de Student-Newman-Kauls usando
software Instat (graphPad Software, San Diego, CA). Las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando p<0.05 (*, p<0.05,

*% p<0.01; ***, p<0.001, vs grupo control).



CONTEO DE Nol Y NUMERO DE ASTROCITOS

Los cortes se analizaron con microscopia de luz para analizar el numero de
células PAFG-positivas (nimero de células por 0.01mm?) de un campo focal
especifico (circulo o rectangulo) de un area especifica. Los cambios
morfologicos de las células PAFG-positivas fueron evaluados con la ayuda de
una graticula estereolégica colocada en el soma de una célula, con sus
proyecciones visibles radiando de adentro hacia fuera. La graticula consiste de
5 circulos concéntricos de 20 um de distancia entre cada una. Se registra el
numero total de sitios en que las proyecciones intersectan con los circulos
conceéntricos (Sholl, 1953, ver figura 6), a esto le llamamos Nol (numero de
intersecciones). El estudio estadistico del valor de Nol se realizé utilizando una
prueba de ANOVA con ajuste de Bonferroni, con el objetivo de comparar el
experimental con su control respectivo para cada region, usando software
Instat (graphPad Software, San Diego, CA). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p<0.05 (*, p<0.05, =**,p<0.01; s**x,

p<0.001, vs grupo control).



FIG.6: Se muestra la graticula de circulos concéntricos con una separacion de
20um entre cada circulo. Utilizada para darle al tamafio astrocitico un valor
paramétrico, con el tubo de dibujo, se coloca el soma de la célula en el centro
de la graticula 'y se cuentan el nUmero de intersecciones de las proyecciones
membranales en los circulos concéntricos (Nol), teniendo asi mas
intersecciones las células con mas proyecciones o con mayor longitud de sus
proyecciones.



RESULTADOS

PROLIFERACION CELULAR A CORTO, MEDIANO Y LARGO PLAZO

Con la dosis de 2-DG usada, no se observdO ninguna alteracion del
comportamiento aparente. La inmunoreaccion para BrdU se encontrd
predominantemente en la zona subventricular (ZSV) y en el giro dentado (GD),
y frecuentemente en forma de grupos de células marcadas (Fig. 7). Por
necesidad del protocolo, los grupos recibieron diferentes dosis de BrdU. Por lo
tanto, para normalizar los resultados, los datos de los grupos experimentales se
presentan como el porcentaje de cambio comparado contra su control
respectivo. La consecuencia temprana de la glucoprivacion (CPE) inducida por
2-DG en el hipocampo adulto es un claro incremento (63.3% + 25%) en el
namero de nucleos positivos para BrdU, comparado con el grupo control (CPC)
(Fig. 7, representativa). La proliferacion celular del GD mantuvo una tendencia
similar después de 5 dias del término de la aplicacion de 2-DG, con un
28%+4.53% de incremento en el numero de nucleos positivos para BrdU (MPE)

comparado con su control (MPC) (Fig. 8).

De manera contraria, el analisis de nucleos positivos para BrdU 12 dias
después del tratamiento, mostr6 un notorio decremento en el grupo
experimental (LPE) (52.3% + 3.23%), comparado con su control respectivo

(LPC) (Fig. 8).



Fig 7: Imagenes representativas que muestran nucleos inmunoreactivos para
BrdU en el giro dentado de rata adulta 24 horas después del término del
tratamiento (con 2-DG o solucion salina). a)GD de rata inyectada con soluciéon
salina (CPC). b)GD de rata inyectada con 2-DG (CPE)
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Fig. 8: La gréfica muestra el resultado de los conteos de nucleos
inmunoreactivos para BrdU después de tratamiento con 2-DG (n=4). Se
muestran los porcentajes de cambio de los grupos experimentales respecto a
los controles. Primero se observa un aumento en la tasa de proliferacion celular
(grupo CPE), que continua en el mediano plazo (grupo MPE), y termina por
revertirse en el largo plazo (LPE); contrario al comportamiento homogéneo de
los controles (CPE, MPE Y LPE). Para el andlisis de los grupos se utilizé una
prueba de Student-Newman-Kauls, las diferencias fueron consideradas



estadisticamente significativas cuando p<0.05 *, p<0.01**, p<0.001***, respecto
al grupo control.

TAMANO ASTROCITICO EN EL CORTO Y LARGO PLAZO

La inmunoreactividad para PAFG en el hipocampo se encontré de manera
uniforme a través de cada region para todos los cortes coronales (Fig. 9).
Tomando en cuenta lo anterior, para analizar de manera muy general el estado
glial en el hipocampo de los grupos experimental y control, y correlacionarlo
con la tasa de proliferacion celular en el GD, se obtuvo el valor de Nol y la
densidad celular de la poblacion. El valor Nol nos da un parametro aproximado
y en conjunto del nimero y tamafio de ramificaciones que posee una célula con
proyecciones de su membrana (Sholl, 1953). Para el andlisis de Nol se
tomaron las siguientes areas: capa granular de giro dentado (GrGD), capa
piramidal de CA1 (PiCAl), capa piramidal de CA3 (PiCA3), estrato radiado del
hipocampo (Erad), estrato lacunoso molecular (ELMol) y la capa polimorfica del
giro dentado (PoGD) (Ver regiones en Fig. 9), se comparo el experimental con
su propio control para cada region. Todas las regiones tuvieron diferencia
significativa en el valor de Nol (valores de P: 0.046, 0.024, 0.0016, 0.0054,
0.43, 0.0038, respectivamente) exceptuando el estrato lacunoso molecular (Fig.
10a). La densidad celular se obtuvo para las areas antes mencionadas
exceptuando GrDG, debido a la baja densidad de astrocitos en ésta region, en
ninguna de las regiones estudiadas se encontré diferencia significativa (Fig.

10b).



h

Fig. 9: Corte coronal donde se muestra la inmunoreactividad para PAFG de
manera uniforme a través de las regiones estudiadas: capa granular del giro
dentado (GrGD), capa piramidal de CAl1 ( PiCAl), capa piramidal de CA3
(PiCA3), estrato radiado (Erad), estrato lacunoso molecular ( ELMol) y capa
polimérfica de giro dentado (PoDG).
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Fig. 10: En esta imagen se muestra el estado de la astroglia del hipocampo en
el corto plazo después del tratamiento con 2-DG, se obtuvo el valor de Nol y el
namero de células de control y experimental en diversas regiones del
hipocampo (grupos CPC Y CPE), se comparé el experimental con su control
respectivo para cada region. a) Hipertrofia astrocitica en el corto plazo: se
muestra el Nol de distintas regiones del hipocampo, todas ellas exceptuando
ELMol muestran diferencias significativas. b) muestra el nimero de células
PAFG-positivas en distintas regiones del hipocampo, no existen diferencias
significativas. Para el analisis de los grupos se utilizé una prueba de ANOVA
POS HOC con un ajuste de Bonferroni.



Doce dias posterior al término de la aplicacion de 2-DG (dia 15 del disefio
experimental) se realizé la medicion completa de Nol y densidad celular del
experimental y control (grupos LPC Y LPE) para las mismas regiones
analizadas en el corto plazo, no se encontré6 ninguna diferencia entre el

experimental y el control (Fig. 11ay 11b).
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Fig. 11: En esta imagen se muestra el estado de la astroglia del hipocampo en
el largo plazo después del tratamiento con 2-DG, se obtuvo el valor de Nol y el
namero de células de control y experimental en diversas regiones del
hipocampo (grupos LPC Y LPE), se compar6 el experimental con su control



respectivo para cada region. a) se muestra el Nol de distintas regiones del
hipocampo, ninguna de ellas muestra diferencias significativas. b) muestra el
namero de células PAFG-positivas en distintas regiones del hipocampo, no
existen diferencias significativas. Para el andlisis de los grupos se utilizé6 una
prueba de ANOVA POS HOC con un ajuste de Bonferroni.



DISCUSION
El cerebro necesita de un continuo aporte de glucosa difundiendo de la sangre
a través de la barrera hematoencefalica (BHE), glia y por dltimo hacia las
neuronas. La hipoglucemia cerebral, produce comportamiento atipico en las
neuronas, Yy en casos severos puede ocasionar dafios permanentes en el
cerebro. En este estudio se produjo hipoglucemia cerebral bajo el tratamiento
con el agente 2-desoxiglucosa (2-DG), inhibidor competitivo de la via
glucolitica. El cerebro es especialmente susceptible a la 2-DG debido a su
dependencia de glucosa para funcionar correctamente. La glucoprivacion por 2-
DG no es un fendmeno fisiol6gico, sin embargo se asemeja a condiciones
neuroglicopénicas que ocurren bajo ciertas circunstancias. Usualmente, la
neuroglicopenia ocurre cuando hay un nivel bajo de glucosa en la sangre,

siendo muy comun en pacientes bajo tratamiento con insulina.

En este estudio, las ratas experimentales recibieron una dosis de 500
mg/kg/dia/ip. Esta dosis ha sido utilizada en otros estudios de glucoprivacion
sin producir cambios en el comportamiento, coma o convulsiones (Breier et al.,
1993). De manera similar no se observo en esta aplicaciébn ninguna de las

alteraciones antes mencionadas.

Los resultados indican que la glucoprivacién cerebral por 2-DG induce
diferentes modificaciones en la proliferacién celular de giro dentado (GD) de
manera tiempo-dependiente (Fig. 8). Poco después de la glucoprivacion, la
proliferacion celular en GD se incrementd considerablemente (grupo CPE).

Este incremento pudo haberse producido por una respuesta directa a la



glucoprivacion (e.g. factores troficos), o indirectamente por la muerte neuronal,
o por las dos causas. Este estudio junto con otros, propone que la proliferacion
celular en el GD puede ser modificada bajo ciertas condiciones patolégicas o

insultos al sistema nervioso.

Una condicién similar se observé en el grupo MPE. En contraste, 12 dias
después del término de la aplicacion de 2-DG (grupo LPE) hubo una reduccion
en la tasa de proliferacion en el GD. El incremento transitorio en la proliferacion
celular seguido de un decremento debajo del nivel basal inducido por 2-DG
esta en acuerdo con otros paradigmas de insulto al sistema nervioso (Suh et
al., 2005). Un asunto interesante seria investigar si la caida en la tasa de
proliferacion es permanente, reflejando la existencia de dafios permanentes a
las células progenitoras o al microambiente; o si por el contrario regresa a sus
niveles basales, podria sugerir que 2-DG produjo dafio moderado que provoco
el aumento en la tasa de proliferacion, consecuentemente disminuyendo la

poza de células progenitoras.

Debido a que los grupos CPE y LPE recibieron diferentes dosis de BrdU (1 dia
vs 3 dias, Fig. 4), una posibilidad que pudiera explicar el decremento en la
proliferacion seria que se hubieran observado poblaciones diferentes de células
BrdU-positivas, es decir, que el decremento en el grupo LPE hubiera sido
porgue las nuevas células generadas BrdU-positivas entre las 24 y las 72 hrs
se estuvieran muriendo. Sin embargo, debido a que se encontré un incremento

significativo en el niumero de nucleos BrdU-positivos en el grupo MPE, que



recibieron una dosis durante 3 dias, indica que es una posibilidad poco

probable.

Aunque no se realiz6 una inmunocitoquimica doble (BrdU y marcador neuronal)
para confirmar que el aumento en la proliferacion celular era debido a que se
estaban generando nuevas neuronas, el hecho de que la mayoria de los
nacleos BrdU-positivos que se observaron eran neuronas es muy probable,
debido a que la gran mayoria de las células nuevas producidas en la zona
subgranular de GD expresan marcadores para neurona (Doetsch y Hen, 2005;

Alvarez-Buylla y Lim, 2004; Cameron y McKay, 2001).

Los astrocitos son capaces de responder ante sefales de dafio incrementando
su tamafio, ésto es también llamado astrogliosis o activacion glial (Eng y
Ghirnikar, 1994; Panickar y Norenberg, 2005; Damiani y O’Callaghan, 2007). La
activacion glial ocurre en respuesta a todo tipo de dafios al sistema nervioso,
independiente de su regionalidad, celularidad, o la base molecular del insulto.
En relacion a esto los resultados de la glucoprivacién cerebral indicaron de
manera inequivoca la presencia de hipertrofia astrocitica en distintas regiones
del hipocampo (Fig. 10a), sin cambiar la densidad astrocitica (Fig. 10b),
posterior al término del tratamiento con 2-DG (grupo CPE). Esta activacion
astrocitica es inhibida con el paso del tiempo, doce dias después del término
del tratamiento fueron suficientes (grupo LPE). Sin duda cuando los astrocitos
censan el desbalance homeostético en el cerebro, su actividad metabolica
incrementa (Liberto et al., 2004), como ocurre con el uso de 2-DG activando la

glucégenolisis y la gluconeogénesis (Elman et al., 1999), al igual que la



produccion de factores de crecimiento, que estarian a su vez causando esta
hipertrofia, probando una vez mas la existencia de la plasticidad metabdlica en

glia.

En el cerebro de roedores se propone la existencia de dos regiones principales
capaces de generar nuevas neuronas en etapa adulta: la zona subventricular y
el giro dentado del hipocampo; existe una gran influencia astrocitica en la
generacion de un ambiente propicio para que pueda suceder la conversion de
célula progenitora a neurona en ambas regiones (Lim y Alvarez-Buylla, 1999;
Song et al., 2002), implicando que los astrocitos tienen un papel funcional, mas
que meramente de soporte. Otro resultado interesante al respecto fue la
relacion que se observd entre el aumento en el tamafio de la astroglia, y los
niveles de proliferacion celular en el GD, siendo mayor el tamafio y mayor la
proliferacion celular en el grupo CPE comparado con CPC, llegando el tamafio
astrocitico a sus niveles basales en LPE, y la proliferacion abajo de sus niveles
basales en LPE. Por lo tanto, es posible que el aumento de tamafio de la
astroglia esté modificando el ambiente extracelular (e.g. factores troficos), lo

cual pudiera incrementar la conversion de célula progenitora a neurona.



CONCLUSIONES

El presente trabajo contribuye al conocimiento general de la plasticidad por
recambio celular en el hipocampo adulto en un paradigma de dafio al sistema
nervioso. Este es un hecho relevante ya que la proliferacion neuronal en el
adulto es un fendmeno que puede ser fuente de mdltiples terapias de
regeneracion. Se observo que el tratamiento con 2-DG produce cambios en la
tasa de proliferacion celular o neurogénesis en el giro dentado (GD) del
hipocampo, siendo mayor en el corto y mediano plazo, y menor en el largo
plazo; también se produjo activacion astrocitica en distintas regiones del
hipocampo en el corto plazo, inferido por la presencia de hipertrofia de los
procesos membranales. Dada la relacion intrinseca existente entre los dos
fendmenos observados en este y otros estudios, se postula que la astroglia
pudiera influir en la variacion en la tasa de proliferacion celular del GD por el
uso de 2-DG, y asi corroborar la gran influencia que tienen los astrocitos en los
eventos de plasticidad cerebral. Finalmente, cuando el agente 2-DG es usado
con propoésitos clinicos, tomando en cuenta este estudio podria ser de utilidad

en el tratamiento.
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