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Il. RESUMEN

Los "insultos cerebrales" hacen referencia a estimulos estresantes provenientes tanto del
medio organico interno como del externo, que amenazan la homeostasis cerebral. El
organismo, en respuesta a esta agresion, desata mecanismos de reparacion tanto inmediatos
como a largo plazo, tales como el reclutamiento de células sanguineas, la activacion glial
(reactivacion glial o astrogliosis) y la neurogénesis, en un intento por establecer un nuevo
estado de equilibrio que puede resultar tanto en la recuperacion fisioldgica como en un estado
patoldgico. Este estudio tiene como finalidad dilucidar los procesos de astrogliosis y
neurogénesis consecuentes a insultos cerebrales en dos modelos experimentales. En el primer
modelo utilizamos la molécula 2-deoxi-D-glucosa (2-DG) para provocar un insulto glucopénico
cerebral y en el segundo modelo usamos la pilocarpina, un agonista de los receptores
muscarinicos de acetilcolina. La administracion de la 2-DG ocasiona un descenso transitorio de
los derivados de glucosa y ATP, provocando un insulto glucopénico intracelular. En nuestro
estudio, evaluamos los efectos de una sola administracion de 2-DG (500 mg / kg, una dosis
usada en la clinica) sobre la reactividad glial y la neurogénesis en el hipocampo de la rata
adulta, asi como la posible correlacion temporal entre estos dos fendmenos. Nuestros datos
sugieren que un estado neuroglucopénico transitorio ejerce un efecto a corto plazo en la
activacion glial que posiblemente activa un efecto a largo plazo sobre la neurogénesis en el
hipocampo. En el segundo modelo, investigamos la resiliencia glial y la neurogénesis en
relacion a la epileptogénesis tardia en el modelo animal de pilocarpina. Se evallo
cuantitativamente la expresion de la proteina acidica glial fibrilar (GFAP) y las densidades
astrociticas en el hipocampo en una forma dosis-respuesta después de 2, 4 y 8 semanas del
insulto con pilocarpina. Los cambios en la expresion de GFAP se correlacionaron con las
observaciones de activacion microglial y neurogénesis aberrante. Utilizamos la dosis
epileptégena de pilocarpina aplicada cominmente y sus fracciones de un 1/2, un 1/4, y un
1/10. La expresidon de GFAP, evaluada a las 2 semanas, reveld una hipertrofia citoesquelética
dosis-dependiente y la pérdida de la densidad de células GFAP+ en el hipocampo. Alas 4y 8
semanas, todos los grupos presentaron fendmenos de recuperacion con respecto a los
parametros anteriores, exceptuando al grupo de dosis completa, en el que estos parametros
no se recuperaron. Asi mismo, observamos microgliosis fuerte y localizada, la cual fue revelada
por la inmunoreactividad contra CD11b en el hilio en el grupo de dosis completa alas 2y 4
semanas, manteniéndose hasta las 8 semanas. La expresion de doblecortina (DCX) se
incrementd notablemente en los grupos sometidos a la administracion de la dosis completa y

1/2 de la dosis a las dos semanas, mostrando abundantes dendritas basales DCX+
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extendiéndose desde la capa de células granulares en el hilio que fueron disminuyendo
gradualmente hasta mostrar patrones heterogéneos a las 4 y 8 semanas. Estos datos sugieren
gue la pérdida gradual de la capacidad de recuperacion glial esta directamente vinculada a la
aparicion de la epileptogénesis tardia en este modelo animal. La neurogénesis aberrante en la
zona subgranular y la dendrogénesis ectdpica DCX+ provocada por la administracion de
pilocarpina parece ser consecuencia de la expresion anormal de GFAP y de la muerte de las
células gliales radiales, mas que la causa principal del retraso en la epileptogénesis.
Finalmente, reportamos el fendmeno de neurogénesis ectdpica en los campos CA1-3 en este

modelo animal de epilepsia.
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lll. ABSTRACT

“Brain insults" refer to stressful stimuli from both the external and the internal environment of
the organism threatening cerebral homeostasis. The body, in response to this aggression,
triggers both immediate and long term repair mechanisms, such as blood cells recruitment,
glial activation (glial reactivation or astrogliosis) and neurogenesis, in an attempt to restore a
new state of balance that can result in physiological recovery or in a pathological state. This
study aims to elucidate the process of astrogliosis and neurogenesis in brain insults, as a
consequence of two experimental models. In the first model, we used the molecule 2-deoxy-D-
glucose to cause a neuroglycoprivic insult and in the second model we used pilocarpine, a
muscarinic acethylcholine receptor agonist. Administration of 2-DG causes a transient
decrease of ATP derived from glucose and intracellular glycoprivation, causing an insult. In our
study, we evaluated the effects of a single administration of 2-DG (500 mg / kg, a clinically
applicable dose) on glial reactivity and neurogenesis in the adult rat hippocampus, and the
possible temporal correlation between these two phenomena. Our data suggest that a
transient neuroglycoprivic state exerts short-term glial activation, possibly activating a long-
term effect on neurogenesis in the hippocampus. In the second experiment, we investigated
glial resilience and neurogenesis in relation to delayed epileptogenesis in the rat model of
pilocarpine. We evaluated, morphometrically and quantitatively, the expression of glial
fibrillary acidic protein (GFAP), as well as astrocytic densities in the hippocampus in a dose-
response manner after 2, 4 and 8 weeks of the pilocarpine insult. GFAP changes were
correlated with observations on microglial activation and aberrant neurogenesis. We used a
commonly applied epileptogenic dose of pilocarpine and its fractions of 1/2, 1/4, and 1/10.
GFAP expression, evaluated at 2 weeks, showed a dose-dependent patttern of cytoskeletal
hypertrophy and the loss of GFAP+ cell density in the hippocampus. At 4 - and 8 —week
timepoints, all groups presented recovery of the above mentioned parameters, except for the
full-dose group in which recovery was not observed. Microgliosis, revealed by strong CD11b
immunoreactivity, was observed in the hilus in the full dose group at 2 - and 4 - weeks and
maintained at the 8 weeks timepoint. The expression of doublecortin (DCX) increased
substantially in the full dose and 1/2 dose at the two weeks time-point, showing abundant DCX
basal dendrites extending from the granule cell layer into the hilus, which gradually decreased
at 4 - and 8-week time points, which showed heterogeneous patterns. These data suggest that
the gradual loss of astroglial resilience is directly linked to delayed epileptogenesis. The
aberrant neurogenesis in the subgranular zone and ectopic DCX+ dendrogenesis caused by the

pilocarpine insult seem to result from an abnormal expression of GFAP and radial glial cell
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death, rather than being the main cause for a delay in epileptogenesis. Finally, we report

ectopic neurogenesis in the CA1-3 fields in this animal model of epilepsy.
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IV. GENERALIDADES

Los insultos cerebrales disparan una gran red de cambios morfoldgicos y metabdlicos que
juegan un rol prominente en la reparacion del tejido nervioso [1, 2] . Tras un insulto, las
neuronas lesionadas entran un estado de emergencia, cambiando rapidamente su expresion
genética y estimulando a los astrocitos y células microgliales en busca del apoyo que requieren

para restablecer su previo estado de equilibrio [3].

Estos procesos de “activaciéon” astrocitica y microglial conforman una respuesta
gradual y estereotipada de la poblacidn glial a las agresiones al sistema nervioso, respuesta
gue se observa en insultos tan distintos como la apoplejia, la isquemia, las enfermedades
neurodegenerativas, la lesién axonal, diversos procesos inflamatorios/infecciosos y en
enfermedades autoinmunes [4-6]. Estas respuestas van acompanadas, también de la
produccion gradual de citocinas proinflamatorias, asi como de cambios funcionales en el
endotelio vascular cerebral y el reclutamiento de células del sistema inmune al tejido

lesionado.

La neurogénesis en adulto persiste a lo largo de la vida y ocurre en regiones
restringidas del cerebro de los mamiferos, incluidas entre ellas la zona subventricular de los
ventriculos laterales [7] y la zona subgranular del giro dentado [8]. Las neuronas nacidas en la
zona subventricular viajan a través del tracto migratorio rostral hacia el bulbo olfatorio [9],
entrando también a la neocorteza de asociacién [10], mientras que las nuevas neuronas
nacidas en la zona subgranular en el giro dentado abandonan esta capa y migran hacia la capa
de células granulares adyacente. La regulacidén de la neurogénesis en estas regiones esta sujeta
la influencia de factores de crecimiento [11], neurotransmision excitatoria, esteroides
adrenales [12], hormonas sexuales [13], estrés [14] y aprendizaje, [15] e inclusive puede ser

modificada farmacolégicamente [16].

Los eventos patoldgicos también estimulan la neurogénesis en el cerebro adulto. Una
lesion mecanica en la capa de células granulares del giro dentado de la rata incrementa la
proliferaciéon de precursores neuronales granulares en la zona subgranular adyacente,
demostrado por la incorporacién de marcadores como la 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) vy
otros [17]. Las convulsiones también disparan la neurogénesis, ya que el tejido cerebral
sometido a este tipo de insulto muestra la presencia de células BrdU positivas coexpresando
marcadores neuronales como TOAD-64, tubulina clase Illl-fy la proteina asociada a

microtubulos tipo 2 [18]. Finalmente, la apoptosis, inducida por estrés oxidativo en neuronas
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corticotalamicas incrementa el marcaje con BrdU en células que posteriormente expresan los

marcadores neuronales doblecortina (DCX) y proteina especifica nuclear neuronal (NeuN) [19].

Contrario a las neuronas, que reaccionan en formas muy distintas a diversos tipos de
patologias, la respuesta glial es relativamente esterotipada. Ademads, la similitud en la
respuesta glial bajo diferentes condiciones patoldgicas sugiere que estos cambios celulares
reflejan una estrategia conservada a lo largo de la evolucién, que en conjunto con la
produccidon de nuevas neuronas en el cerebro adulto a partir de precursores identificados
como astrocitos [20] juegan un papel prominente en la proteccidén y reparaciéon del sistema

nervioso lesionado,

Dadas estas evidencias, el entendimiento de las senales que conducen tanto a la
activacion glial como a la estimulacion de los precursores neurales endégenos en el cerebro
adulto podria, en un futuro, conformar la base racional para la intervencion especifica en la
respuesta cerebral del cerebro lesionado. Por ello, esta tesis tiene como finalidad aportar
evidencias sobre el comportamiento de los procesos de activacion glial y neurogénesis en la
reparacion del sistema nervioso después de un insulto, a corto, mediano y largo plazo, con el
propdsito de contribuir al entendimiento de los mecanismos subyacentes que pudieran ligar a

los procesos de astrogliosis y neurogénesis en el intento de alcanzar la reparacién neural.

EL HIPOCAMPO

DESARROLLO Y CITOARQUITECTURA

Aunque no existe un consenso referente a los términos utilizados para nombrar al hipocampo
y la corteza cerebral adyacente, los términos hipocampo o formacién hipocampica se utilizan
para referirse a la porcion interna del I6bulo temporal que abarca al giro dentado, a los
campos “Cornu Ammonis” CA1-CA3 y CA4, (también llamado el “hilus”, considerado parte del
giro dentado) y el subiculum. Esta estructura ha sido estudiada por muchos afios y su gradual
entendimiento ha permitido entender el papel que este circuito, rico en aferencias y
eferencias establecidas principalmente a través de la corteza entorrinal (Fig. 1), tiene en la

adquisicion y procesamiento de la memoria [21].
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Fig. 1. Histologia del hipocampo Abreviaturas: Amy: Amigdala, CA, cornu ammonis; DG, giro
dentado; EC, corteza entorrinal;, IML, capa molecular interna, SO, stratum oriens, SP, stratum
pyramidale; SR, stratum radiatum; SL, stratum lacunosum moleculare; VS/DS, subiculum ventral/dorsal;
Piri,corteza piriforme . Tomada de [22]

EL GIRO DENTADO

La estructura denominada giro dentado (DG) es una porcién bien conservada de la corteza con
una estructura trilaminar, considerada como tipica de la corteza primitiva o “alocorteza”. La
capa mas externa, cercana a la fisura hipocampal, se denomina capa molecular (dividida a su
vez en externa e interna), y se caracteriza por ser una region libre de cuerpos celulares que
contiene las dendritas de las células granulares y las aferencias de la corteza entorrinal y de las
fibras comisurales. Las fibras adicionales localizadas en esta region provienen de una variedad
de interneuronas locales que se encuentran presentes en cualquiera de las tres capas del DG

[23].

Debajo de la capa molecular, se encuentra el area mas prominente del giro dentado, la
capa celular principal, compuesta de células granulares densamente agrupadas con somas
pequefios (8-12 um de didmetro). Estas células bifurcan sus dendritas en la proximidad del

soma, extendiéndolas preferentemente hacia la capa molecular. En roedores adultos, las
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dendritas basales no se observan en condiciones normales, sin embargo, en ratas de cinco o
diez dias de edad, estas dendritas basales han sido descritas. [24]. Las caracteristicas
morfoldgicas de estas dendritas basales (ramificaciones y densidad de espinas) son similares a
las de las dendritas apicales. Tanto las dendritas basales, como las apicales, estan involucradas

en la circuiteria excitatoria tipica del DG, mediada por las células musgosas [25].

La tercera capa del DG, denominada hilus o capa polimorfica, es la capa mas profunda
y se encuentra localizada por debajo de la capa de células granulares, extendiéndose hasta el
borde de la capa dendritica de CA3, interpuesta entre las hojas supra e infrapiramidales del
DG. Las células musgosas son el tipo celular mas numeroso en el hilio, a pesar de ser entre 25y
30 veces menos abundantes que las células granulares [26]. Estas neuronas excitatorias se
caracterizan por poseer dendritas con una gran cantidad de espinas y algunas excrecencias
tortuosas tanto en el cuerpo celular como en los tallos dendriticos, principalmente confinadas

al hilio [27].

Dentate gyrus

hf

Fig. 2. Estructura trilaminar del giro dentado. Utilizando técnicas de inmunohistoquimica, las células
musgosas en el hilus del hipocampo (h), reactivas a calretinina, pueden visualizarse en color verde. Los
axones de estas neuronas dan origen a una proyeccion laminar en la capa molecular interna (iml)en las
regiones ipsi y contralaterales (fibras comisurales). La capa molecular externa (oml) es la zona de
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terminacion de las fibras de la corteza entorrinal. Los cuerpos neuronales se observan contrateriidos con
DAPI (azul), permitiéndonos observar la capa piramidal (sp) en las areas CAl y CA3, y la capa de
células granulares (g) del giro dentado. Las células granulares fueron tefiidas contra calbindina (rojo),
marcaje que exhibe sus dendritas extendiéndose hacia la fisura hipocampal y sus axones, las fibras
musgosas, terminando en el stratum lucidum (sl) de CA3. Tomado de [28]

LAS CAPAS PIRAMIDALES DEL HIPOCAMPO

La organizacion de las capas piramidales del hipocampo es similar para las regiones CA1y CA3.
La capa celular principal se conoce como capa de células piramidales. La porcion localizada en
el eje exterior es llamada stratum oriens. En el campo CA3, mas no en CA2/CA1, puede
apreciarse una region acelular justo por encima de la capa de células piramidales, la cual esta
ocupada por los axones de las fibras musgosas originados de las células granulares del DG.
Esta estrecha capa se conoce como stratum lucidum. Por encima del stratum lucidum en CA3,
e inmediatamente debajo de la capa de células piramidales en CA2 y CA1, se encuentra el
stratum radiatum. La siguiente capa del hipocampo se conoce como stratum lacunosum
moleculare. La proliferacion de células piramidales de las regiones CA1 y CA3 ocurre
enteramente durante el periodo embrionario E14 a E19 (Bayer 1980) y su maduracion se

extiende al periodo postnatal.

Fig. 3. Diagrama de un corte transversal del
hipocampo de la rata. Abreviaturas: EC, corteza
entorrinal; DG, giro dentado; CA cornu ammonis;
S, subiculum;  PrS, presubiculum;  PaS
parasubiculum; ab, giro angular;, so, stratum
oriens; pcl, capa de células piramidales; sl,
stratum lucidum, sr, stratum radiatum; s [-m,
stratum lacunosum moleculare; PoDG, capa
polimorfica del giro dentado; GL, capa de células
granulares del giro dentado; ML, capa molecular
del giro dentado. Tomado de [29]

~

rhinal
sulcus
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LA CONECTIVIDAD INTRINSECA DEL HIPOCAMPO

Al igual que ocurre en la neocorteza, las interneuronas GABAérgicas y las células
glutamatérgicas principales son los componentes primarios de la red hipocampica. Las
interneuronas GABAérgicas se encuentran distribuidas a lo largo de todo el hipocampo en un
patrén tipo mosaico. Por otro lado, los cuerpos celulares de las neuronas glutamatérgicas se
encuentran en capas celulares bien definidas, que pueden ser distinguidas con el uso de
microscopia de baja magnificacion. Existen tres tipos de neuronas glutamatérgicas principales,
cuyas caracteristicas anatdmicas distintivas definen las subregiones del hipocampo. Las células
granulares del giro dentado reciben aferencias sinapticas glutamatérgicas (sinapsis 1) de las
capas superficiales de la corteza entorrinal. Las células granulares realizan proyecciones hacia
las dendritas proximales de las células piramidales de CA3, a través del tracto de las fibras
musgosas (sinapsis Il). Estas envian axones a las células piramidales de CA1l a través de un
conjunto de ramas denominadas colaterales de Schaffer (sinapsis lll), las cuales a su vez
proyectan hacia el subiculum, estructura encargada de enviar informacion de salida [30].
Ademas de este circuito trisinaptico, también existe una proyeccién directa desde la corteza
entorrinal hacia las células piramidales de CA3 y de CA1, proveyendo asi al hipocampo de vias
sinapticas paralelas para el procesamiento de la informaciéon (Johnston & Amaral:

Hippocampus en [31])

Temporoammonic Hippocampus
pathway :
A/ == ’ Mossy cells | Interneurons ‘
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Fig. 4. Diagrama esquemadtico de la circuiteria trisindptica del hipocampo. Abreviaciones: CA cornu
ammonis, EC, corteza entorrinal LPP/MPP via perforante lateral/medial, TA, via
temporoammonica(modificado de [32]

La region CA2 representa una porcidon muy pequefia y comunmente ignorada al
considerar la funcion hipocampica, aunque es notable que esta region parece inusualmente
resistente a condiciones que normalmente causan extensivo dafio celular, como la epilepsia.
[33]. A pesar de ser ampliamente aceptado que cada una de estas regiones tiene un unico

papel funcional en el procesamiento de la informacidn en el hipocampo, a la fecha se sabe
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poco de la contribucion funcional individual de las regiones. La via perforante, que acarrea
informacion proveniente de la corteza entorrinal, es la aferencia principal de informacién al
giro dentado del hipocampo. Su analisis fue fundamental para dilucidar los mecanismos de
plasticidad de corto y largo plazo, al ser un area idénea para la realizacion de los mismos

debido a la relativa simplicidad de su arquitectura y organizacion. [34]

La corteza entorrinal recibe fibras de asociacion de la neocorteza del I6bulo temporal,
el cual a su vez se comunica con diversas zonas neocorticales, incluidas entre ellas las areas de
asociacion sensitiva. A través de estas y otras conexiones, entre las que se incluyen aferencias
de cortezas adyacentes como la perirrinal y la parahipocampal, (estructuras encargadas de
acarrear informacion accesoria de areas de procesamiento multimodal), la via perforante
mantiene “informado” al hipocampo. Estas particularidades estructurales le conceden al
hipocampo una capacidad de procesamiento ordenado y simplificado de la informacion [35]; la
cual resulta conveniente para su estudio. Es importante mencionar también que la inervacion
subcortical al hipocampo es abundante, contando con aferencias del tallo cerebral

(innervacion serotonérgica) [36] y de estructuras limbicas como la amigdala [37]

Por su versatilidad, el hipocampo ha sido pilar de la investigacion en neurociencias. En
esta estructura se han realizado experimentos trascendentales para entender el
funcionamiento del cerebro, como los de Bliss y Lomo, pioneros en el estudio de la
potenciacion sinaptica a largo plazo que lograron confirmar la existencia de la “teoria de la
plasticidad Hebbiana” (Bliss and Lomo 1970; Bliss and Gardner-Medwin 1973) y los de Altman
y Das, quienes demostraron por pimera vez la existencia de proliferacion neuronal en el
cerebro adulto, postulando asi un nuevo paradigma en el funcionamiento cerebral: la
existencia de un fendmeno plastico capaz de provocar la incorporaciéon de nuevas neuronas en

el hipocampo del cerebro adulto [38], [39].
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Fig. 5. Diagrama de la red hipocampal. El hipocampo forma principalmente una red unidireccional, con
aferencias de la corteza entorrinal (EC) que forma las conexiones entre el giro dentado (DG) y las
neuronas piramidales de CA3 mediante la via perforante (PP). Los axones de la PP se originan
principalmente en las capas Il y IIl de la EC, con contribuciones menores de capas profundas, como la
IVylaV. La PP puede ser dividida en medial y lateral (MPP y LPP, respectivamente), dependiendo de si
las fibras se originan de la corteza entorrinal medial o lateral (MEC y LEC, respectivamente. Las
neuronas de CA3 también reciben aferencias del DG a través de las fibras musgosas (MF). Las neuronas
de CA3 envadn axones a neuronas piramidales del CAI ispsilateral mediante las colaterales de Schaffer
(SC) y a las neuronas del CAIl contralateral a través de la via de asociacion comisural (AC). Las
neuronas de CAltambién reciben aferentes directas de la PP y envian axones al subiculum (Sb). Las
neuronas de CAl envian la eferencia hipocampal principal de vuelta a la corteza entorrinal, formando
un bucle. Abreviaturas: CA, cornu ammonis, DG, giro dentado, EC, corteza entorrinal; IML, capa
molecular interna; SO, stratum oriens, SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum; SL, stratum
lacunosum moleculare; VS/DS, subiculum ventral/dorsal. Tomada de [22]

LA NEUROGENESIS EN EL CEREBRO ADULTO

UNA PERSPECTIVA HISTORICA

El conocimiento cientifico, en un punto especifico del tiempo, puede definirse como el
conjunto particular de modelos y teorias en los que una comunidad cientifica se basa para
intentar explicar la serie de acontecimientos observados en la naturaleza. Los esfuerzos
inherentes a generar este conocimiento frecuentemente derivan en ideas novedosas que

atraviesan una ardua serie de etapas que, en ocasiones, conllevan a su aprobacion final.

Aceptar que nuevas neuronas son generadas en el cerebro adulto de todos los
mamiferos ha sido un proceso lento que se ha visto acompafiado desde sus inicios de
escepticismo e incertidumbre. El hecho de que grandes neuroanatomistas como Santiago
Ramon y Cajal consideraran al cerebro como una estructura” rigida” y por lo tanto incapaz de
regenerarse abatié durante muchos afos el brio cientifico de refutar esta teoria. No obstante,

en la década de los sesentas, unos cuantos afios después del ascenso del modelado
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computacional de la circuiteria cerebral, Joseph Altman, bidlogo de formacion e investigador
independiente del Massachusetts Institute of Technology realizé la primera propuesta original
de neurogénesis en el adulto, al demostrar la existencia de marcaje neuronal y de
neuroblastos en dos regiones cerebrales muy primitivas del cerebro de la rata, el sistema
olfatorio y el giro dentado del hipocampo [38]. A pesar de su conclusién y de que sus
resultados fueron tomados con discrecidn y reserva, sus aportaciones dieron pie a la

emergencia de una nueva teoria, la “teoria de plasticidad estructural cerebral”.

Algunos afios mas tarde, diversos trabajos enfocaron su estudio en proporcionar
evidencias sobre los procesos de reestructuracion del sistema nervioso, como la elongacion
axonal y la reorganizacién sinaptica en el cerebro lesionado de la rata adulta. [40], [41], [42].
En esa misma época, algunos otros investigadores observaron que en las ratas, la progenie que
se criaba desde el destete en entornos complejos mostraba una mayor proporcion de sinapsis
corticale occipitales, concluyendo que la experiencia por si misma era capaz de promover

cambios en elementos pre y postsinapticos [43]

Ya en la década de los ochentas, las contribuciones de Steven Goldman y de Fernando
Nottebohm, quienes mostraron la existencia de precursores neuronales en la zona ventricular
de la parte caudal del hiperstriado ventral del canario adulto [44] fueron recibidas con mayor
aceptacion. Sin embargo, ya que sus resultados fueron descritos en una estructura cerebral
aviar, estos factos se consideraron poco amenazantes para el dogma cientifico que declaraba

improbable la posibilidad de regeneracion celular cerebral en los mamiferos.

Un poco mas adelante, la indisposicion de la comunidad cientifica para admitir la
neurogénesis en el cerebro adulto se vio vulnerada por la apariciéon de evidencias que
mostraban la supervivencia y diferenciacion de células provenientes de injertos de tejido fetal
después de una lesion en el cerebro adulto y en la médula espinal [45]. Estos datos fueron aun
mds persuasivos y permitieron abrir gradualmente un nuevo camino en torno al

entendimiento y aceptacion de la existencia de este fenémeno.

A pesar de todos los esfuerzos realizados entre 1960 vy finales de la década de 1980
con la finalidad de explicar la neurogénesis y sustentar la teoria de la plasticidad cerebral,
estos estudios representaron un serio problema para el entendimiento de la época, debido a
su incompatibilidad con la idea que habia prevalecido durante casi 20 afos del modelado
conceptual de la funcion cerebral a partir de analogias con sistemas computacionales. El
inconveniente mas grande enfrentado al considerar la adicidn de nuevos componentes

celulares al sistema nervioso era el problema practico que representaba el origen de nuevas
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neuronas, células caracteristicamente complejas, grandes, con dendritas altamente
ramificadas, combinaciones axonales polisinapticas y “pos-mitdticas” [46]. Al analizar las
propiedades neuronales, pudo determinarse que las probabilidades de que las nuevas células
generadas se originaran de una neurona previamente formada eran prdacticamente nulas, y
llevd a los cientificos a investigar de donde es que podian provenir estas nuevas células y a

intentar encontrar él o los precursores involucrados en la génesis de las mismas.

Este problema fue resuelto en la primera mitad de la década de 1990, con la
realizacion de trabajos en los que se descubrié que la zona subventricular de los ventriculos
laterales y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo contienen células troncales
autorrenovables, una potencial fuente de origen de las células recién formadas [7], [47]. Por lo
tanto, la complejidad que implicaba el hecho de incorporar nuevas neuronas a la circuiteria
resulté menos problematica de lo que originalmente se habia pensado, ya que, hasta la fecha,
solamente se ha mostrado la existencia de neurogénesis en dos regiones del cerebro, y el
hipocampo (giro dentado) parece estar mas involucrado en la formacion de nuevas memorias

gue en su almacenaje. [48]

El campo de estudio de la neurogénesis ha crecido dramaticamente durante los
ultimos 15 afios. Este crecimiento se ha visto amplificado con evidencias de regulacion positiva
y negativa de la neurogénesis en el cerebro adulto a través de ambientes enriquecidos y de la
actividad fisica [49], asi como por una larga lista de especies que pueden presentarla [50],

entre ellos los primates [51], e inclusive los seres humanos [48, 52]

La complejidad que representa este fendmeno por si mismo ha logrado captar el
interés de un gran numero de investigadores, que actualmente intentan dilucidar los
mecanimos implicados tanto en el cerebro sano como en el enfermo, todo con la finalidad
lograr incorporar el potencial regenerativo neuronal a la terapia cerebral, agregando asi una

estrategia nueva a la busqueda de la “auto-reparacién” cerebral.

EL HIPOCAMPO Y LA NEUROGENESIS EN EL CEREBRO ADULTO

El término “neurogénesis en el cerebro adulto”, se refiere a la formacidon de nuevas neuronas
en el cerebro adulto de determinadas especies. Estas células son formadas a partir de células
progenitoras ubicadas en localizaciones circunspectas y son capaces de migrar, diferenciarse y
madurar hasta lograr convertirse en células potencialmente funcionales. Este proceso ha

mostrado ser persistente a lo largo de la vida en dos areas especificas del cerebro, la zona
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subventricular de los ventriculos laterales y la zona subgranular del giro dentado del

hipocampo [7], [47].

La neurogénesis en el giro dentado del hipocampo es un suceso persistente a lo largo
de la vida que acontece cuando las células progenitoras localizadas en el hilus se
comprometen y diferencian en neuronas granulares, con la finalidad de integrarse a la capa
granular del giro dentado. Este fendmeno puede verse influenciado por diversos factores

tréficos [53] y moléculas neuroactivas [54].

La neurogénesis en el cerebro adulto es un fendmeno preservado a lo largo de la
evolucion animal. La red hipocampica, como otros circuitos corticales, es altamente dinamica
y tiene la capacidad de modificar su conectividad, alterando el nimero y la fortaleza de sus
contactos sinapticos en una forma actividad-dependiente. Las conexiones sinapticas pueden
ser afadidas, fortalecidas, debilitadas o eliminadas en respuesta a la actividad neuronal, dando
pie a un fendmeno denominado “plasticidad sinaptica”. La plasticidad de ciertas sinapsis
hipocampicas juega un rol significativo en la formacién de nuevas memorias y en el
aprendizaje hipocampo-dependiente [55, 56]. El giro dentado del hipocampo cuenta con la
capacidad adicional de modificar su circuiteria al agregar nuevas neuronas. Por lo tanto, la
remodelacion de la red no se encuentra estrictamente restringida a las sinapsis, sino que
también involucra la incorporacion de nuevas unidades funcionales (neuronas), proveyendo
asi una dimension adicional de plasticidad a la circuiteria hipocampica preexistente [57, 58].
Todo este proceso puede ser modulado por diversas condiciones, tanto fisioldgicas como
patoldgicas y, dependiendo del estimulo, este fendmeno puede ser influenciado positiva o
negativamente. La estimulacidn, el aprendizaje hipocampo-dependiente, la respuesta ante un
ambiente enriquecido y la restriccion dietética aumentan la neurogénesis, mientras que la
edad, el estrés, el aislamiento social y el consumo de alcohol la disminuyen [49]. Ciertas
perturbaciones metabdlicas, como la hipoglucemia, producen un aumento inicial en la tasa
neurogénica, seguida de una subsecuente extensiva pérdida neuronal debido a la disminucién

de células progenitoras [59].

Miles de neuronas nacen dia con dia. Estas nuevas neuronas formadas son funcionales
[60, 61] y aunque una gran cantidad de ellas muere después de su nacimiento, otro tanto logra
incorporarse continuamente a los circuitos neurales bajo la influencia de factores exdgenos
gue permiten su supervivencia y posterior diferenciacién a neuronas granulares en el giro

dentado.
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La glia, contrario a lo que se pensaba inicialmente, juega un rol regulatorio particular en la
neurogénesis y en la supervivencia celular tanto en la zona subventricular [62] como en el
hipocampo [63]. Las investigaciones enfocadas a dilucidar los mecanismos mediante los cuales
el microambiente es capaz de determinar el destino de las células progenitoras neurales
establecid que los astrocitos adultos son capaces de regular la neurogénesis, incitando a los
progenitores a adoptar un destino neuronal. Esto pone en evidencia el rol regulatorio activo de
estas células en la generacidn, diferenciacion y supervivencia de nuevas neuronas [63]. Por
otro lado, la observacion de astrocitos en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo,
identificados por su peculiar morfologia y sus caracteristicas ultraestructurales (presencia de
abundantes granulos de glucégeno, gruesos filamentos intermedios y uniones de tipo
hendidura [64] lleva a pensar que estas células podrian, al igual que en la zona subventricular,
estar funcionando como precursores primarios in vivo [65] . Sin embargo, la habilidad de estas
células para actuar como células progenitoras autorrenovables y multipotenciales esta aun por

determinarse.

Enfatizando lo ya mencionado, queda claro que la astroglia es capaz de mediar la
proliferacién de los precursores neurales y su posterior diferenciacion. Estas propiedades, que
hasta hace no muchos afios habian pasado practicamente desapercibidas, favorecen el
potencial regenerativo neuronal, al tiempo que proveen un sustrato esencial del

entendimiento de los fundamentos celulares de la plasticidad cerebral.

El estudio de la neurogénesis en el cerebro adulto se ha ido ampliando criticamente a
lo largo de las ultimas dos décadas, sin embargo hasta la fecha se desconoce el significado
funcional de la neurogénesis y como es que una red neural funcional preexistente es capaz de
incorporar nuevos elementos a su sistema [66]. Lo que se ha logrado esclarecer hasta ahora es
gue las nuevas células generadas en el hipocampo exhiben morfologia neuronal y pueden
desplegar propiedades pasivas de membrana, potenciales de accidon y aferencias sinapticas
similares a aquellas presentadas por las células granulares maduras, demostrando asi la
capacidad de estas nuevas células para madurar hasta lograr convertirse en neuronas

funcionales en el hipocampo del cerebro adulto [60].
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Fig. 6. Células recién nacidas incorporadas al giro dentado del raton adulto. A) Las nuevas células
granulares (verdes) fueron transducidas utilizando vectores retrovirales que expresan proteina verde
fluorescente (GFP). Todos los cuerpos neuronales estan tefiidos contra la proteina especifica de niicleo
neuronal NeuN (rojo). B) Células granulares jovenes tefiidas contra doblecortina (DCX), un marcador
comun de neuronas inmaduras. Tomado de [67].

LA GLIA

UNA PERSPECTIVA HISTORICA

El 3 de abril de 1858, Rudolf Virchow, uno de los patdlogos mas prominentes del siglo XIX,
propuso el entonces novedoso concepto neuroglia, durante su participaciéon en un seminario
en el Instituto de Patologia de la Universidad de Berlin. Su platica, titulada La médula espinal y

el cerebro, le permitid hacer publicos sus pensamientos iniciales acerca del tejido conectivo
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cerebral (nervenkitt), denominado por él mismo “neuroglia”, concepto que fuera
originalmente acufiado y mencionado anteriormente en 1856 con la finalidad de nombrar un
tejido con funciones contrapuestas a la de los entonces denominados “elementos nerviosos”,
al cual se le adjudicaba el papel casi exclusivo de elemento de soporte o de “pegamento” del

sistema nervioso.

En esta misma época, considerada por los estudiosos del campo como el periodo
dorado de la histologia celular, otros distinguidos cientificos como Camillo Golgi, Otto Deiters y
Gustav Retzius realizaron las primeras descripciones y publicaciones de imagenes de células
gliales. En 1893, Michael von Lenhoseek propuso por primera vez el término “astrocito” vy
poco después Ko'lliker y Andriezen dividieron esos astrocitos en fibrosos (sustancia blanca) y
protoplasmaticos (sustancia gris) [68]. La glia fibrosa estaba coformada por células estelares,
con prolongaciones delgadas, largas y poco ramificadas. La glia protoplasmica estaba

constituida por células con abundantes prolongaciones, cortas y ramificadas

En 1897, Santiago Ramon y Cajal escribiéo un capitulo enteramente dedicado a la
neuroglia para su monumental tratado “Histologia del Sistema Nervioso” [69]. Al momento de
finalizar esta porcion del libro, los oligodendrocitos y la microglia ain no habian sido descritos,
asi que se enfocd casi enteramente al estudio de los astrocitos, discutiendo abiertamente

sobre el razonamiento previo de la funcion de los mismos.
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Fig.7. Dibujos originales de Gustav Retzius, que ilustran diversas poblaciones gliales. Tomado de [68]

Finalmente en 1919, gracias a las contribuciones de Pio del Rio-Hortega, los
oligodendrocitos y la microglia (células de Hortega) fueron reconocidos como tipos celulares
distintos y aceptados por vez primera bajo la categoria de neuroglia [68]. Ademas de lo

anterior, también fue el primero en tefiir y describir otro tipo de células gliales, los
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oligodendrocitos, entonces conocidos como glia interfascicular. Al mismo tiempo, en 1924,
Penfield presentd un estudio sobre la oligodendroglia, sin embargo no fue sino hasta 1954 que
la mielina, término introducido también por Virchow fuera reconocida como parte de una

célula de Schwann [70]

Fig. 8. Dibujos originales de Pio del Rio-Hortega, que ilustran los principales tipos de células gliales
del SNC humano: A: astroglia protoplasmatica B: astroglia fibrosa C: microglia, D: oligodendrocitos

[71]

ASPECTOS GENERALES

La idea sostenida por Virchow y sus colegas de que la neuroglia no era mas que una red de
soporte neuronal prevalecio durante algunos afios, hasta que Santiago Ramon y Cajal y Pio del
Rio-Hortega lograron el desarrollo de las técnicas de impregnacion argéntica, mismas que
permitieron lograr un avance notable en el estudio de la neuroglia [64]. A partir de estos

estudios, se determind la divisién de la neuroglia en los siguientes grupos:
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*  Macroglia
o Astrocitos
= Protoplasmaticos
= Fibrosos
o Oligodendrocitos
* Interfasciculares
= Perineuronales
o Ependimocitos (Tanicitos)
o Células de Miiller

* Microglia

A pesar de que este grupo celular supera cuantiosamente al neuronal y del advenimiento
de numerosas evidencias recientes que destacan sus profusas y novedosas funciones, tanto en
condiciones normales como patoldgicas, la idea de que la neuroglia cumple exclusivamente
funciones de sostén y nutricidon para el tejido neural ain prevalece en la mente de muchos
cientificos, probablemente debido a la forma tan sutil e indirecta de operar de este conjunto
celular, la cual entorpece el camino y enlentece el brio de los neurocientificos para participar

en esta area de las neurociencias [72].

ASTROGLIA

La astroglia, conformada por elementos estelares denominados astrocitos, es una de las
poblaciones celulares mas abundantes del cerebro adulto [73], constituyendo mas del 50% de
la totalidad celular en la corteza cerebral Santiago Ramoén y Cajal describié a este grupo como
células estelares cuyo soma emitia una serie diversa de prolongaciones en sentido radial. En la
actualidad, las diversas técnicas de tincion que han sido desarrolladas para abordar el estudio
de este conjunto celular han permitido demostrar que los astrocitos de la sustancia blanca
(astrocitos fibrosos) cuentan con diversos procesos altamente ramificados que irradian desde
el cuerpo celular [74], mientras que los astrocitos de la sustancia gris (astrocitos
protoplasmaticos) tienen procesos vellosos profusos que les conceden una morfologia

espongiforme caracteristica [75].

Los astrocitos son generados a partir de la glia radial, el primer tipo de célula glial que

aparece durante el periodo embrionario [76]. En el adulto, los astrocitos extienden sus
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procesos y recubren las superficies externas del sistema nervioso central, brindando
aislamiento a las neuronas y los oligodendrocitos al rodear nodos de Ranvier y vasos
sanguineos mediante pies terminales especializados. Asi mismo, ayudan a la formacion de la
denominada glia limitans o membrana limitante glial, la capa mas superficial de tejido

nervioso que subyace a la pia madre [64].

Los astrocitos, como grupo celular, comparten ciertas caracteristicas citoldgicas e
inmunoldgicas distintivas. Algunas de las caracteristicas citoldgicas que los distinguen, ademas
de su figura estelar y la formacion de pies terminales, son la presencia de abundantes granulos
de glucdgeno, de gruesos filamentos intermedios formados de proteina acidica glial fibrilar
(GFAP) y de uniones de tipo hendidura, que a través de ciertas proteinas denominadas
conexinas, permiten la comunicacién entre los astrocitos, al concederles un fuerte
acoplamiento que a la vez asegura el libre transito de iones y pequefias moléculas [77].
Inmunolégicamente, son capaces de expresar diversos marcadores, de entre ellos destacan
GFAP [78], GLT-1, GLAST [79], la proteina S-100 [80], glutamina sintetasa [81] y la enolasa no
neuronal [82, 83]
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Fig. 9. Esquema que muestra las diversas interacciones de los astrocitos en el tejido cerebral [83]

A pesar de conformar un conjunto alin mas numeroso que el de las neuronas (a una
razon aproximada de 2:1), la funcion que le ha sido adjudicada a lo largo de los afos ha sido

principalmente la de sostén del tejido neural, al contribuir tanto al soporte estructural como
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al metabdlico, mediante la recaptura de neurotransmisores, la homeostasis idnica, la

modulacién de la transmisidn sinaptica y la formacion de la barrera hematoencefalica

Estudios recientes han revelado que los astrocitos pueden realizar funciones mucho
mas diversas y complejas que las que tradicionalmente les han sido adjudicadas. Basados en el
conocimiento actual, la interaccion que tienen los astrocitos con las neuronas parece ser un
proceso involucrado en la mayoria de los procesos cerebrales. Algunas funciones destacadas

de este grupo celular se resumen en la Fig. 9 y se exponen brevemente a continuacion:

Formaciéon y mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefdlica (BHE): En

especies inferiores en la escala filogenética, los astrocitos forman parte de la BHE, sin embargo
en especies elevadas, los astrocitos inducen la formacion y mantenimiento de uniones
estrechas entre las células endoteliales que la forman. [84]. Asi mismo, juegan un rol
importante en el mantenimiento de su integridad, asi como en la liberacion de agentes

guimicos que aumentan su permeabilidad [85]

Homeostasis idnica: La composicion del fluido extracelular cerebral fluctia constantemente

con la actividad neural. La salida de K' necesaria para la repolarizaciéon inmediatamente
después de un potencial de accidén Unico aumenta instantaneamente la concentracién de K
extracelular alrededor del 25% del valor normal. La astroglia ha sido capaz de desarrollar
mecanismos eficientes de secuestro transitorio y redistribucion de este idn en el espacio
extracelular, previniendo asi que su acumulacion perturbe el funcionamiento neural normal

(86]

Remocidn de neurotransmisores y sustancias tdxicas: Los astrocitos también son capaces de

remover neurotransmisores de la hendidura sinaptica con la finalidad de modular la actividad
sindptica mediante canales idnicos y receptores/transportadores membranales para varios
neurotransmisores, entre ellos glutamato [87]. Asi mismo, son capaces de participar en la
detoxificacion del sistema nervioso central (SNC), secuestrando metales como el hierro [88] vy
una gran variedad de sustancias de origen enddégeno que pueden ser neurotdxicas a ciertas

concentraciones, como el amonio [89]. Igualmente, proveen a las neuronas de altos niveles de
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glutation y otras enzimas necesarias para la reduccion de especies reactivas del oxigeno, asi

como de moléculas con funciones antioxidantes muy potentes, como el ascorbato [90].

Funciones troéficas: Los astrocitos producen un gran numero de factores tréficos y citocinas

capaces de modular tanto la morfologia como la génesis, migracion, orientacion vy
sobrevivencia de poblaciones neuronales y gliales, probablemente a través de una interaccion
reciproca neurona-glia mediada por factores tréficos [91]. Estas interacciones troficas tienen
implicaciones obvias para el desarrollo, pero también podrian estar jugando un papel crucial
en el mantenimiento de sinapsis a lo largo de la vida y promoviendo la plasticidad sindptica

necesaria para la memoria y el aprendizaje [92].

Metabolismo energético neuronal: El glucdgeno se encuentra exclusivamente en los

astrocitos, y en ellos puede ser metabolizado, generando lactato que puede ser distribuido a

elementos neurales adyacentes en periodos de baja disponibilidad de glucosa [93]

Sedalizacion: Si la astroglia es estimulada, genera ondas de Ca” intracelulares que pueden ser
propagadas de un astrocito a otro a través de sus uniones tipo hendidura [94]. Las neuronas a
menudo modifican su comportamiento cuando las ondas de Ca® astrociticas pasan por la
proximidad, lo cual podria poner de manifiesto un acoplamiento fisioldgico entre la actividad

glial y la neuronal [95].
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Table 1.1. Classification of astrocyte-neuron interactions

Interaction Categories

Physiological Events

Neurons

Astrocytes

A. Homeostatic or Supportive

2. Neurotransmitter uptake

3. Water homeostasis

1. K* sequestration or redistribution

K" release
Glutamate release

H,0 from glucose oxidation

K" uptake or redistribution
Glutamate uptake

H,0 removal (aquaporins)

B. Metabolic
1. Glutamate-glutamine cycle
2. Ammonium fixation

3. Glycogen & neuron energy
metabolism

4. Detoxification of brain free radicals

Glutamine uptake
Ammonium release

Lactate uptake for energy
metabolism

Free radical generation & release

Glutamine synthesis
Ammonium fixation

Glycogen breakdown to
lactate

Free radical scavenging

C. Signaling

1. Astrocyte Ca®* waves

2. Blood flow control

Activate glutamate receptors
(modulation of EPSPs and 1PSPs)

Glutamate release

Glutamate release

Glutamate-mediated
cyclooxygenase product
release (vasodilation)

D. Trophic

1. Trophic factor secretion
(bFGF, GDNF, etc)

2. Regulation of synaptogenesis

3. Axonal guidance

Trophic effects

Synapse formation

Directed growth

Release of factors

Release of factors

Expression of aversive or

attractive molecules

Fig. 10. Clasificacion de las interacciones astrocito-neurona (Modificado de Hatton & Parpura, 2004)

ACTIVACION ASTROCITICA (ASTROGLIOSIS)
Una vez puesto en contexto el andlisis funcional de la astroglia, expondré el proceso conocido
como activacion “astrocitica” o “astrogliosis”. La astrogliosis es un fendmeno caracteristico de
estas células que ocurre en respuesta a todo tipo de estresor capaz de modificar la
homeostasia del sistema nervioso, como lo son el trauma, la hipoxia, la hipoglucemia y
diversas enfermedades neurodegenerativas. Se caracteriza por la sobreexpresién de proteinas
de filamento intermedio (PFl), que junto con los filamentos de actina y los microtubulos, son el
conjunto principal de componentes del citoesqueleto. En los humanos, han sido identificados
65 tipos diferentes de PFl hasta ahora [96] y de todas ellas, GFAP es la proteina mas expresada

en los astrocitos sanos [97], lo cual la vuelve un marcador inmunoldgico especifico y confiable

[78].
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El sello distintivo de este fendmeno es la hipertrofia caracteristica de los procesos celulares de
los astrocitos y la sobreexpresion de las PFI GFAP y vimentina, asi como la reexpresion de
nestina, todas ellas proteinas encargadas de la formacidn de la red de filamentos intermedios.
En la activacién astrocitica, esta red se vuelve muy prominente, en particular en el soma

astrocitico y sus procesos [75]

La astrogliosis también puede ser observada en patologias como la demencia asociada
al SIDA, encefalopatias espongiformes asociadas a priones, enfermedades desmielinizantes,
lesiones cerebrales traumaticas agudas y procesos neurodegenerativos como la enfermedad
de Alzheimer. A pesar de que el rol exacto de este proceso como respuesta a la lesion en el
sistema nervioso aun no se ha dilucidado, su observacion en diferentes patologias y la rapidez
con que se entabla indican que los astrocitos reactivos cumplen con funciones diversas e

importantes en el sistema nervioso [97]

Inicialmente, el papel de los astrocitos reactivos fue empafiado al evidenciarse que
estas células son participes esenciales de la denominada “escara glial”, un proceso de
“cicatrizacion” instaurado en el sistema nervioso después de una lesion con la finalidad de
limitar la extension del dafio e intentar restablecer la integridad fisica y quimica del SNC. La
escara glial, al tiempo que limita la diseminacion del dafio celular y promueve la
revascularizacion capilar, evita que las neuronas extiendan sus axones a través del area
lesionada, tanto por medios quimicos como mecanicos. Un ejemplo de esto es la formacién de
una densa red de uniones tipo de hendidura entre los astrocitos, que, junto con la secrecion de

diversas moléculas inhibidoras del crecimiento, impiden la regeneracidén axdnica. [98]

Estudios mas recientes arrojan evidencia de que, en ciertas condiciones, la astrogliosis
es capaz de actuar como un factor promotor de la recuperacion funcional, proveyendo de
energia, citocinas y factores trdficos requeridos para la diferenciacion, migracion y

supervivencia neuronal, asi como la sinaptogénesis [99]
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SR EIERET | Inflam.

Fig. 11. Microfotografias de astrocitos sanos y con diversos grados de astrogliosis y formacion de escaras
gliales después de insultos cerebrales de distinto tipo y severidad. A) Apariencia de astrocitos sanos de la
corteza cerebral de raton. B) Astrogliosis reactiva moderada en respuesta a la administracion
inracerebral de lipopolisacdrido, uno de los principales antigenos bacterianos. Notese que los procesos
astrociticos no se sobrelapan. C) Astrogliosis reactiva severa y formacion de una escara glial adyacente a
una region que presentd lesion traumdtica severa e inflamacion (Inflam.). Notese el sobrelape y la
interdigitacion de los procesos astrociticos que conforman la escara glial (Glial Scar). Tomado de [100].

MICROGLIA

La microglia representa aproximadamente del 10-20% de la poblacidn glial total. Se encuentra
distribuida ubicuamente en el SNC y esta funcionalmente relacionada con células
pertenecientes al linaje monocitico, como los macréfagos en los tejidos periféricos. En la
actualidad, se considera que la microglia residente tiene un origen mesodérmico

(hematopoyético), y que una vez originadas proceden a invadir el SNC en etapas tempranas
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del desarrollo embrionario, estableciéndose dentro de su parénquima y dando lugar a la
morfologia tipica de las células microgliales residentes. [101]. A pesar de la existencia de
estudios in vitro que sugieren que el origen de la microglia es neuroectodérmico [102], esta

idea parece cada vez menos factible [103].

Haematopoletic cells CNS cells

Fig. 12. Relacion de la microglia con células hematopoyéticas y del SNC. En esta figura se ilustran las
células del sistema hematopoyético y del SNC, con flechas que indican la relacion de linaje. La microglia
es el unico grupo celular hematopoyético encontrado en el SNC. Notese que el origen de los macrofagos
perivasculares, del plexo coroideo y de las meninges a partir del progenitor del monocito y las células
dendpriticas es especulativo y que la célula sanguinea de la cual derivan es desconocida en la actualidad.
Tomado de [104]

En el SNC en desarrollo, la mayoria de las células microgliales son ameboides. Esta
morfologia se modifica gradualmente durante la maduracion, hasta que en los inicios del
periodo postnatal, la microglia adapta su forma altamente ramificada. Algunas evidencias
sugieren que la microglia ameboide encontrada principalmente en areas de la sustancia blanca
(cuerpo calloso supraventricular) durante el periodo perinatal esta constituida por macrdfagos
cerebrales que facilitan la eliminacion de detritos celulares y de axones transitorios. Sin
embargo, evidencias que muestran que la microglia ameboide esta practicamente ausente en
la sustancia gris [105], defienden la idea de que esta apariencia inicial de la microglia puede

reflejar un estado “primitivo”, de indeferenciacion e inmadurez.

La microglia en estado de reposo se caracteriza por poseer ramificaciones largas, que
en la sustancia blanca se encuentran orientadas en paralelo a las fibras nerviosas y en la

sustancia gris adquieren una forma estelar [101]
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MICROGLIOSIS
Al igual que ocurre con la astroglia, después de una lesidon al SNC se produce la activacion
microglial. Este fendmeno esta caracterizado por la presencia de cambios morfoldgicos,
inmunofenotipicos y funcionales en esta poblaciéon celular que pueden asociarse a
proliferacién, migraciéon y fagocitosis. Morfoldgicamente, las células microgliales responden
engrosando sus ramificaciones proximales y disminuyendo las distales al tiempo que
incrementan el tamafio de su soma, adquiriendo una morfologia ameboide, similar a la de los
macrofagos [105]. A nivel molecular, las células microgliales activadas son capaces de
organizar en una forma distinta su citoesqueleto y la presentacién de antigenos, ademas de
poder secretar moléculas de adhesion celular. Algunos de los cambios inmunofenotipicos mas
destacados son la expresion de novo de moléculas como el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), moléculas que solo se observan en el sistema inmune.
Funcionalmente, la microglia activada responde mediante la liberacion de sustancias
mediadoras, tales como factores de crecimiento y moléculas citotéxicas como el oxido nitrico,
proteasas, especies reactivas de oxigeno y citocinas proinflamatorias como interleucina-1,
interferdn vy y factor de necrosis tumoral-a [101]. En una fase inicial de activacidn, la microglia
se encuentra activa pero no tiene funciones fagociticas. En una siguiente fase, si existe un
proceso degenerativo en el parénquima del SNC, la microglia puede adoptar funciones y

morfologia fagocitica. [105]
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Neuronal injury

Injury signals activate
resting microglia

o A -8

Resting (ramified) Reactive (activated) Phagocytic microglia
microglia microglia (brain macrophages)

N

Hyper-ramified microglia
(intermediate stage)

Fig. 13. Plasticidad funcional de la microglia. Las neuronas enfermas o lesionadas ocasionan que la
microglia en reposo se active mediante la emision de sefiales de lesion. El grado de activacion microglial
varia dependiendo de la severidad de la lesion neuronal. Tomado de [105]

Habitualmente se hace referencia a la microglia como los “macréfagos residentes” del
SNC. Ante esto, es importante mencionar que las células microgliales poseen las propiedades
necesarias para convertirse en fagocitos al resultar pertinente, sin embargo la microglia en
reposo no es la encargada llevar a cabo la actividad fagocitica en el SNC. La Unica poblacion en
el SNC que puede representar a macrofagos constitutivos es aquella conformada por los
pericitos, mientras que la microglia representa simplemente una poblacion facultativa de

macrofagos [105].

En la actualidad, existen diversos marcadores empleados para la identificacion

inmunohistoquimica de las células microgliales, principalmente anticuerpos y lectinas [106],
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[107]. Los anticuerpos han sido desarrollados preferentemente contra antigenos especificos de
macrofagos, y por lo tanto reconcen principalmente las formas reactiva y ameboide de las
células microgliales. Sin embargo, anticuerpos como el CD11b (también llamado OX-42 o MAC-
1) son capaces de marcar tenuemente la microglia en estado de reposo. In vitro, todos los
anticuerpos contra microglia son capaces de reconocer tanto las forma quiescente como la
activada. A pesar de que las lectinas pueden reaccionar marcar vasos sanguineos y plexos
coroideos, dentro del SNC son consideradas marcadores especificos de microglia, pues
reconocen selectivamente los residuos de D-galactosa en cualquiera de las formas microgliales

[107].
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V. ANTECEDENTES DIRECTOS

INTERRELACION ENTRE LA CONDICION DE DANO POR
GLUCOPENIA Y ASTROGLIOSIS / NEUROGENESIS

La hipoglucemia transitoria ocurre frecuentemente en la clinica al administrar insulina o
hipoglucemiantes orales para el control de la diabetes; dependiendo de la severidad de este
trastorno metabdlico pueden haber repercusiones autondmicas, neuroendocrinas vy
conductuales, ya sea temporales o persistentes [108] La glucosa es la fuente mas importante
de energia para el metabolismo cerebral. La reduccién en la utilizacion de la glucosa celular
(glucoprivacién) aumenta los niveles de aspartato y glutamato durante y después del insulto
glucopénico, al inducir la activacién sostenida de receptores glutamatérgicos, misma que
resulta en una neuropatologia excitotdxica en la que ciertas neuronas mueren selectivamente
[109, 110]. La muerte neuronal inducida por la hipoglucemia ocurre predominantemente en la
formacion hipocampica, las capas superficiales de la corteza y en el estriado [110],
contribuyendo probablemente a secuelas neuroldgicas tales como el deterioro cognitivo.
Estudios diversos han reportado que los déficits en memoria y aprendizaje observados en la
clinica se correlacionan significativamente con la frecuencia con la que los pacientes sufren de
hipoglucemia, tanto en los diagnosticados con diabetes tipo | como en la fraccion joven de
pacientes que sufre de diabetes tipo Il [111]. A pesar de la alta incidencia de esta complicacidon
durante el control de la diabetes, los cambios fisiopatoldgicos especificos derivados del insulto
cerebral glucopénico y los mecanismos que contribuyen a la reparacion cerebral no han sido

bien descritos.

Se ha demostrado que las células gliales participan en una extensa cantidad de
transacciones cerebrales, tanto normales como patoldgicas, ejerciendo un rol prominente en
los procesos de reparacion neural, al responder a todas las formas de insulto al sistema
nervioso [112]. La astroglia se vuelve reactiva (astrogliosis) después de un insulto particular,
incrementando la sintesis de la principal proteina del citoesqueleto astrocitico, la proteina
acidica glial fibrilar (GFAP), lo cual resulta en la observacién de somas hipertroficos y procesos
astrociticos gruesos y prolongados al realizar una evaluacidon inmunohistoquimica anti-GFAP
[112-114]. Existe una vasta cantidad de informacion referente a las moléculas capaces de
inducir astrogliosis reactiva y acerca de los cambios en el patron de expresion molecular
durante la activacion glial. No obstante, el curso temporal de este proceso después de una

lesion y las funciones especificas ejercidas por el mismo no estan bien definidas.

41



Por otra parte, la neurogénesis en el adulto ha sido implicada en procesos que
conducen a la regeneracion neural después de lesiones o enfermedades del sistema nervioso.
En un modelo animal de hipoglucemia inducida por insulina, Suh et al. [59] reportaron un
aumento transitorio en la proliferacion de células progenitoras en el giro dentado (GD)
subsecuente a una extensiva pérdida neuronal, lo que sugiere que impulsar la regeneracion
neuronal enddgena es un proceso crucial para intentar aligerar la lesiéon cerebral. Los
experimentos realizados por este grupo tuvieron como objetivo determinar diversos aspectos
de las consecuencias a corto y a largo plazo de un solo insulto glucopénico. El primer objetivo
fue determinar los cursos temporales y la interrelacion de la astrogliosis reactiva y la
proliferacién celular en el DG del hipocampo después de un insulto neuroglucopénico
moderado. El segundo objetivo fue investigar si la proliferacién celular alterada tiene un
impacto en la tasa de generaciéon de neuroblastos y averiguar qué proporciones de esta
poblacién logran convertirse en neuronas maduras. Con la finalidad de establecer un modelo
de neuroglucopenia capaz de inducir un insulto cerebral especifico, restringiendo la liberacion
adrenal de epinefrina y la cortical de glucocorticoides como respuestas fisioldgicas a la
hipoglucemia sistémica, utilizamos el andlogo de la glucosa 2 deoxi-D-Glucosa (2-DG). La 2-DG
tiene el grupo 2-hidroxilo reemplazado por hidrégeno. Por lo tanto, no puede avanzar en la via
glucolitica. Brevemente, la 2-DG es introducida a la célula a través de los transportadores de
glucosa [115] y es fosforilada por la glucosa hexoquinasa para producir 2-deoxi-D-Glucosa-6-
Fosfato. El hecho de que esta molécula no puede ser metabolizada por la via glucolitica,
ocasiona su acumulacion gradual dentro de la célula, seguida de la inhibicion de la glucosa-6-
fosfato isomerasa y el bloqueo subsecuente de la conversidn de glucosa-6-fosfato a fructosa-6-
fosfato, un paso crucial de esta via metabdlica [116]. Esta propiedad intrinseca de la 2-DG ha
sido aplicada en la farmacologia para el tratamiento de dos enfermedades frecuentemente
observadas en la practica clinica, el cancer y la epilepsia, estados fisiopatoldgicos en los que
existen elevadas demandas metabdlicas. Ademas, la 2-DG atraviesa la barrera hemato-
encefdlica (BHE), lo que le permite ser utilizada en la induccion de neuroglucopenia

experimental.

La activacién glial contribuye directamente al aumento de la neurogénesis en la zona
subgranular de la formacion hipocampica posterior a un insulto cerebral. Este fendmeno esta
mediado por el aumento de la proliferacion de las células gliales radiales en la zona, las cuales
tienen contactos funcionales tanto con el sistema ventricular remanente como con las

neuronas granulares recién generadas.
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ASTROGLIOSIS Y NEUROGENESIS EN LA CONDICION DE DANO
POR PILOCARPINA

El insulto excitotoxico producido por el agente quimioconvulsivo pilocarpina induce estatus
epilépticus (SE) en ratas, cuando se administra una dosis de 380 + 20 mg/kg [137-139] Este
procedimiento conlleva a una epileptogénesis tardia, caracterizada por la aparicion de crisis
convulsivas espontaneas recurrentes (SRS) después de un periodo “silente” relativamente
prolongado, en el cual los trazos electroencefalograficos y las manifestaciones conductuales se
encuentran aparentemente normalizados [140, 141]. La capacidad de la pilocarpina para
inducir SE parece depender de la activacion de los receptores muscarinicos M1 [142]. Sin
embargo, los factores que contribuyen al desarrollo de las SRS después del periodo silente no

estan bien descritos.

El hipocampo es una estructura cerebral comiUnmente involucrada en la epilepsia
limbica y del I6bulo temporal, tanto en humanos como en modelos de roedores, mismos que
han sido ampliamente estudiados [141]. Actualmente, existe una controversia respecto al rol
de la reorganizacién neuronal en la generacion de SRS. La “hipdtesis de excitacion recurrente”
propone que después de un insulto epileptogénico, los axones de las células granulares (fibras
musgosas) se reorganizan y establecen un circuito excitatorio recurrente anormal que genera
las SRS mediante el establecimiento de asas de retroalimentacién positiva entre las células
granulares [143]. En contraste, la “hipdtesis de inhibicion recurrente” propone que después de
un insulto, las fibras musgosas establecen sindpsis preferencialmente con interneuronas
inhibitorias y no con células granulares [144]. Dada esta evidencia, la reorganizacién neuronal
parece representar un mecanismo homeostatico que permite controlar la hiperexcitabilidad
producida por los insultos epileptogénicos. Recientemente, Buckmaster y cols. administraron
rapamicina a un modelo animal de epilepsia del I6bulo temporal, logrando inhibir el brote de
las fibras musgosas sin alterar la frecuencia de SRS, lo cual sugiere que este fenédmeno no es
pro ni anti-convulsivo [145]. Por lo tanto, los principales mecanismos que contribuyen a la

epileptogénsis tardia contintan siendo poco claros.

En la actualidad, existe un interés creciente en estudiar el rol de la activacién glial y la
inflamacion cerebral en la epileptogénesis [139, 146-149]. Es bien sabido que la neuroglia
juega un rol esencial para el metabolismo cerebral, la homeostasis idnica extracelular, la
integridad de la barrera hematoencefilica, la funcién inmune y el mantenimiento del espacio
extracelular, ejerciendo influencias clave en la funciones neuronales [150]. El alargamiento

astrocitico y el incremento en la expresién de proteina acidica glial fibrilar (GFAP) son
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indicadores de astrogliosis reactiva. Los astrocitos reactivos que sobreexpresan GFAP podrian
ejercer una funcion protectora en el sistema nervioso lesionado, participando en diversos
procesos bioldégicos [151, 152]. Estudios recientes han demostrado que los astrocitos y la
microglia se activan rapidamente después de la administracion de pilocarpina [153] y que la
activacion de la microglia conlleva a la muerte astrocitica [139], sugiriendo que las respuestas

gliales después del SE podrian estar contribuyendo a la epileptogénesis.

Dadas la controversia y la serie de evidencias expuestas anteriormente, hipotetizamos
gue existe un limite funcional para la activacion de las redes neuronales “impuesto” por la
regulaciéon homeostatica glial. Una vez que este limite es sobrepasado, la red neuronal se
hiperactiva, llevando al sistema a la inestabilidad. En este caso, la desregulacién glial, iniciada
por la aparicion de anormalidades morfoldgicas astrociticas progresivas y sinergizada por la
pérdida de la densidad astroglial ocasiona el debilitamiento de las propiedades homeostaticas
gliales, provocando la hiperactivacion de la red neural. Para examinar esta hipodtesis,
realizamos evaluaciones morfométricas cuantitativas individuales de la hipertrofia
citoesquelética astroglial y la pérdida de la densidad poblacional en el hipocampo de la rata
despues de la administracion de pilocarpina, en una relacién dosis-respuesta, tanto a mediano

como a largo plazo.

La pérdida de la resiliencia glial en los animales sometidos a la administracion de altas
dosis de pilocarpina juega un rol prominente en la aparicidon de crisis convulsivas espontaneas

recurrentes en este modelo animal.
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VI. HIPOTESIS

La activacion glial contribuye directamente al aumento de la neurogénesis en la zona
subgranular de la formacion hipocampica posterior a un insulto cerebral. Este fendmeno esta
mediado por el aumento de la proliferacion de las células gliales radiales en la zona, las cuales
tienen contactos funcionales tanto con el sistema ventricular remanente como con las

neuronas granulares recién generadas.

La pérdida de la resiliencia glial en los animales sometidos a la administracion de altas dosis de
pilocarpina juega un rol prominente en la aparicion de crisis convulsivas espontaneas

recurrentes en este modelo animal.
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1.

VII. OBJETIVOS

Contribuir al entendimiento de los mecanismos implicados en la reparacion neural post-

insulto cerebral

Utilizando el modelo de neuroglucopenia inducida por la administracion de 2-deoxi-D-

glucosa (2DG)

1.1.

1.2.

1.3.

Caracterizar el curso temporal de la astrogliosis reactiva secundaria al insulto

neuroglucopénico en el giro dentado del hipocampo.

Caracterizar el curso temporal de la proliferacion celular inducida por Ia

administracion de 2DG en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo.

Determinar la probable existencia de una correlacion temporal entre ambos

fendmenos después de un insulto.

Evaluar la repercusion de una sola inyeccion de diferentes dosis de pilocarpina sobre la

poblacidn glial del hilio del giro dentado (DG) del hipocampo de la rata adulta

Utilizando el modelo de insulto inducido por la administracién del quimioconvulsivo

pilocarpina:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Caracterizar el comportamiento temporal de la astrogliosis reactiva en el hipocampo

de los grupos control y experimental.

Evaluar los aspectos morfoldgicos astrociticos de los grupos control y experimental

mediante reconstruccion celular.

Evaluar los efectos de la administracion de pilocarpina sobre la densidad de la

poblacidn astrocitica del hilio del DG.

Caracterizar el comportamiento temporal de la microgliosis reactiva en los grupos

control y experimental.

Cuantificar el nimero de células microgliales activadas en el hilio del DG de los grupos

control y experimental.
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Vill. MATERIAL Y METODOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CORRELACION TEMPORAL DE ASTROGLIOSIS Y NEUROGENESIS EN EL
HIPOCAMPO DE LA RATA ADULTA DESPUES DE UN INSULTO GLUCOPENICO

1. Generacidon de animales con insulto neuroglucopénico mediante la aplicacion de 2DG

2. Marcaje de la proliferacion celular mediante la administracion de 5-bromo-2’-deoxiuridina

(BrdU).

3. Realizacion de experimentos de inmunohistoquimica anti proteina acidica glial fibrilar

(GFAP) para evaluar la activacion glial entre 1 y 14 dias post-insulto.
4. Realizacion de inmunohistoquimica doble:

5. A los 7 dias post-insulto: BrdU y Doblecortina (DCX)

6. A los 28 dias post-insulto: BrdU y Nucleo Neuronal (NeuN)

7. Analisis de los resultados y determinacion de la distribucion, temporalidad y tasa de
proliferacién y sobrevivencia tanto de los neuroblastos como de las neuronas maduras

generadas por el insulto (mediante comparacion con los respectivos controles).

8. Estudiar los aspectos ultraestructurales de contacto y sinaptologia de las células tipo glia
radial, neuroblastos y neuronas granulares generados después del insulto (a través de su

marcaje con BrdU y otros marcadores especificos).

PERDIDA DE LA RESILIENCIA GLIAL Y NEUROGENESIS ABERRANTE EN EL
MODELO ANIMAL DE PILOCARPINA

1. Generacién de animales con insulto mediante la aplicacion de clorhidrato de pilocarpina.

2. Realizacion de experimentos de inmunohistoquimica anti proteina acidica glial fibrilar

(GFAP) para evaluar la activacion astrocitica a las 2, 4 y 8 semanas post-insulto.

3. Realizacidn de reconstrucciones astrociticas en el hipocampo (stratum radiatum de CAly
CA3 e hilio del giro dentado) mediante la utilizacién de una camara Idcida integrada a un

microscopio de luz.

47



4. Realizacidon de conteos astrociticos en el hipocampo (stratum radiatum de CA1 y CA3 e hilio

del giro dentado).

5. Realizacion de experimentos de inmunohistoquimica anti CD11b (OX42) para evaluar la

activacion microglial a las 2, 4 y 8 semanas post-insulto.
6. Realizacion de conteos de células microgliales activadas en el hilio del giro dentado.

7. Analisis y comparacion de las alteraciones en la poblacién glial y su correlacidon con la

aparicion de crisis convulsivas espontdneas recurrentes en este modelo animal.

ANIMALES Y PROCEDIMIENTOS

CORRELACION TEMPORAL DE ASTROGLIOSIS Y NEUROGENESIS EN EL
HIPOCAMPO DE LA RATA ADULTA DESPUES DE UN INSULTO GLUCOPENICO

92 ratas Wistar machos de 300 * 10 g fueron utilizadas en este estudio. Todos los
procedimientos fueron aprobados por los comités de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Los animales se mantuvieron bajo un ciclo artificial de luz-oscuridad (luz
encendida a las 18:00 h y apagada a las 6:00 h), alojados en un cuarto con una temperatura
gue oscilaba entre los 20 y los 24° C, con ventilacion adecuada y acceso ad libitum a agua y

alimento, salvo que se especifique lo contrario. La Fig. 14 ilustra el disefio experimental

general de los tres experimentos.

Linea de tiempo post-induccion de glucoprivacién
0 T 2T 3T 4T 5T 6T 7T 13T 14T 28T
| | | | | | | .1 L/
| | | 1 | 1 | | |
T A A A A A
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
@ = — —
A A
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
* =
n=2
@ — -
n=2
Clave: O T
| | GFAP / Curso temporal BrdU / DCX
0 24 h BrdU / Curso temporal BrdU / NeuN
‘n‘ Vehiculo 0 2-DG [ BrdU 100 mg/Kg p.c. /\ Perfusion
T

Fig.14 Diseio experimental general. La linea de tiempo correlaciona los experimentos realizados post-
glucoprivaciéon (Gl). Cada intervalo de tiempo (T) representa un periodo de 24 horas. La glucoprivacion
fue inducida mediante la inyeccion de 2-deoxi-D-glucosa en el tiempo 0, indicado con una flecha abierta
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(al grupo control le fue administrada solucion salina). Los simbolos semi-rellenos indican puntos
temporales en los cuales se obtuvieron datos del grupo control. El color verde indica la caracterizacion
del curso temporal de la astrogliosis reactiva reflejado en la inmunorreactividad anti-GFAP; el color
naranja indica la caracterizacién del curso temporal de la proliferacién alterada de células progenitoras
producida por Gl en la SGZ. Los colores azul y morado indican la evaluacion de las tasas neurogénicas
reflejadas en conteos de neuroblastos (BrdU/DCX) y neuronas maduras (BrdU/NeuN) doblemarcados
respectivamente. Los tridngulos indican los puntos temporales de perfusion y los rectangulos denotan el
tiempo de exposicion a BrdU (12h). Un total de 92 ratas Wistar macho fueron utilizadas, el nimero de
animales por grupo incluido en cada punto temporal esta indicado debajo del punto de perfusién. SGZ:
zona subgranular; GFAP: proteina acidica glial fibrilar; BrdU: 5-bromo-deoxiuridina; DCX: doblecortina;
NeuN proteina nuclear neuronal.[117]

PERDIDA DE LA RESILIENCIA GLIAL Y NEUROGENESIS ABERRANTE EN EL
MODELO ANIMAL DE PILOCARPINA

67 ratas Wistar machos de 220 * 20 g fueron utilizadas en este estudio. Todos los
procedimientos fueron aprobados por los comités de los comités locales de investigacion y
ética (Comisiones de Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Auténoma de México), con el numero de aprobacién 063-2011, de acuerdo con los principios
expuestos en el Manual para el Uso de Animales para la Investigacion en Neurociencias
(Society for Neuroscience, Washington, D.C. 1991). Los animales se mantuvieron bajo un ciclo
artificial de luz-oscuridad (luz encendida a las 18:00 h y apagada a las 6:00 h), alojados en un
cuarto con una temperatura que oscilaba entre los 20 y los 24° C, con ventilacion adecuada y

acceso ad libitum a agua y alimento.

Una dosis epileptégena cominmente utilizada (380 mg/kg) y sus fracciones de 1/10,
1/4 y 1/2 fueron utilizadas en este estudio. Los sujetos experimentales fueron distribuidos en
10 grupos (n=6), control, “38 mg/kg”, “95 mg/kg”, “190 mg/kg” para los puntos temporales 2-
y 4- semanas y “380 mg/kg” para los puntos temporales 2-,4-, y 8-semanas (2W, 4W, 8W).

Al inicio de este estudio, inyectamos metiloromuro de atropina (5 mg/kg, Sigma, St.
Louis, MO) via intraperitoneal para minimizar los efectos periféricos de la pilocarpina. Veinte
minutos después, inyectamos clorhidrato de pilocarpina (Sigma, St. Louis, MO) disuelta en
soluciéon salina al 0.9%, utilizando las dosis correspondientes a cada uno de los grupos
experimentales. La dosis de 380 mg/kg fue inyectada a 25 ratas, de las cuales 18 sobrevivieron
al insulto, arrojando una tasa de supervivencia del 72%. Las ratas supervivientes fueron
subdivididas en grupos de 2-,4-, y 8-semanas (2W, 4W y 8W respectivamente). El momento en
gue el animal sufrié una crisis convulsiva motora tipo 4 de la escala de Racine [154] fue
considerado como el punto de inicio del estatus epilepticus (SE). Una hora después del inicio
del SE, se administr6 una dosis de 5 mg/kg de diazepam, la cual fue seguida de dosis

subsecuentes de 2.5 mg/kg en intervalos de 30 minutos durante las dos siguientes horas.
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Resulta importante mencionar que con este esquema de tratamiento, el intervalo entre la
induccion del SE y el inicio de las crisis convulsivas espontaneas recurrentes (SRSs) es
alrededor de 4 semanas (datos no publicados), lo cual es comparable con datos de la literatura
[155-157], sin embargo, en este estudio no realizamos un monitoreo adecuado de este
parametro. Tomando en cuenta estos datos y la extensiva serie de estudios publicados en la
literatura respecto a los fendmenos de astrogliosis y microgliosis durante los primeros dias
después del insulto de pilocarpina, consideramos que los mejores puntos a evaluar en este

estudio serian 2W, 4W y 8W.

Para el procesamiento de tejidos, las ratas fueron anestesiadas profundamente con
una sobredosis de pentobarbital y perfundidas transcardialmente en los puntos temporales
correspondientes con solucién salina al 0.9%, seguida de solucidon fijadora con 4% de
paraformaldehido en buffer de fosfato sédico 0.1M (PB, pH 7.4), con 15% v/v de acido picrico
saturado, durante 15 minutos. Los cerebros fueron removidos y lavados vigorosamente con PB
0.1 M. Posteriormente, se obtuvieron rebanadas coronales de 70 mm, utilizando un vibratomo
Leica VT 1000 (Heidelberg, Alemania). Para realizar las inmunotinciones, se incubaron
conjuntos de una de cada seis rebanadas de Bregma -3.2 mm a -3.8 mm, utilizando buffer Tris
(pH 7.4 a 20°C) mas solucidn salina al 0.9% (TBS), Tritdn X-100 (Sigma, T-7878) al 0.3% y suero
de caballo normal (Laboratorios Vector, Burlingame, CA) al 20% en TB por una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se llevaron a cabo inmunorreacciones convencionales
utilizando los siguientes anticuerpos primarios: ratén anti-GFAP (Chemicon MAB360,
Temecula, CA, 1:2000), ratdn anti-CD11b (OX42) (Serotec MCA275G, Oxford, UK, 1:2000) y los
anticuerpos secundarios Alexa 488 IgG burro anti-ratén (InVitrogen, Carlsbad, CA, 1:1000) e
IgG biotinilada cabra anti-raton. (Laboratorios Vector, Burlingame, CA, 1:1000). Para esta
ultima reaccion, las secciones fueron posteriormente incubadas en complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Kit Elite ABC, Laboratorios Vector) por una hora a temperatura ambiente. La
peroxidasa fue detectada utilizando diaminobenzidina al 0.05% como cromdgeno y peroxido

de hidrégeno (H202 al 0.01% v/v) como substrato.

Los procedimientos inmunohistoquimicos para BrdU, DCX, CD11 y NeuN son los que

fueron escritos en el experimento previo.

Para los analisis morfométricos, las secciones inmunotefiidas de los hipocampos
fueron analizadas utilizando un microscopio de luz Nikon Eclipse 50i equipado con
fluorescencia y un tubo de dibujo. Se analizaron dos variables astrociticas, la densidad celular y

los cambios morfoldgicos en el hipocampo, particularmente en el stratum radiatum (str. Rad.)

50



de CAl1l y CA3 vy el hilio del giro dentado (DG). Con la finalidad de determinar la densidad
celular, todos los somas encontrados en la region fueron dibujados a baja magnificacién (10x)
y posteriormente digitalizados y analizados utilizandolmageJ (Institutos Nacionales de Salud,
EE. UU.). Para evaluar el arreglo citoplasmico tridimensional astrocitico, se escogieron 4
astrocitos aleatoriamente en cada una de las regiones evaluadas (i.e. str. rad. para CAly CA3 e
hilio para el DG) en dos rebanadas similares de cada sujeto experimental. Los dibujos fueron
elaborados a 100X en el microscopio de luz y 10X en el tubo de dibujo, variando los planos
focales para lograr reconstrucciones celulares mas completas. Para comparar el tamafio
relativo de la hipertrofia citoesquelética astrocitica, el grosor de los filamentos fue
cuantificado utilizando dibujos digitalizados. La sumatoria de las longitudes de las
intersecciones dentro de los anillos concéntricos de Sholl [158] fueron analizados como se
describié previamente [113]. Brevemente, la reticula estereoldgica consiste en siete circulos
concéntricos que representan 5 um de distancia real entre cada circulo (bajo los pardmetros
Opticos previamente especificados). Los somas astrociticos, identificados por la presencia de
una cavidad nuclear, fueron colocados en el centro de la reticula. El grosor de cada
interseccion se midid con Imagel y se analizé la suma de la longitud total de las intersecciones

de cada astrocito.

Los resultados cuantitativos fueron expresados como la media como la media % el
error estandar de la media; los grupos fueron analizados en busca de diferencias realizando un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (factores: puntos temporales vs. dosis de pilocarpina),
seguidos de pruebas de Bonferroni, utilizando Prism (Graph Pad Software Incorporation, La
Jolla, CA). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas en un valor P <

0.05 (*P <0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

INDUCCION DE NEUROGLUCOPENIA (Gl)

Los sujetos experimentales recibieron una sola inyeccion i.p. de una dosis (500 mg/kg) de 2-
deoxi-D-Glucosa (2-DG, Sigma-Aldrich) disuelta en solucion salina al 0.9%; los grupos control
fueron inyectados con vehiculo Unicamente. La inyeccion fue realizada a las 10:00h, periodo
denotado como tiempo O (Fig. 14, indicado con una flecha), con 4 horas de restriccion

alimenticia antes y después de la inyeccion.
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CARACTERIZACION DEL CURSO TEMPORAL DE LA ASTROGLIOSIS
REACTIVA

El sacrificio de animales fue realizado en los siguientes periodos de tiempo post Gl: 24 h(T)
(punto T; T denota un periodo de 24 h), 48h (2T), 72h (3T), 96h (4T) y 120h (5T), n=6 para cada
grupo en cada periodo de tiempo (Fig. 14, grupo verde), mediante perfusion transcardial con
solucidn salina al 0.9%, seguida de solucidn fijadora con 4% de paraformaldehido en buffer de
fosfato sddico 0.1M (PB, pH 7.4), con 15% v/v de &acido picrico saturado, durante 15 minutos.
Los cerebros fueron removidos y lavados vigorosamente con PB 0.1 M. Posteriormente, se
obtuvieron rebanadas coronales de 50 mm, utilizando un vibratomo. Para realizar las
inmunotinciones, conjuntos de una de cada seis rebanadas de Bregma -3.2 mm a -3.8 mm
fueron procesadas. Los anticuerpos raton anti-GFAP (1:1000, Chemicon) y pollo anti-ratén
Alexa fluor 594 (1:1000, Molecular Probes) fueron utilizados como anticuerpos primario y
secundario respectivamente, mediante técnicas inmunohistoquimicas convencionales.
Posteriormente se fotografid el hilio del DG y se realizd la medicidon de la densidad 6ptica

utilizando el programa Fovea Pro 4.0 (Reindeer Graphics).

CARACTERIZACION DEL CURSO TEMPORAL DE LA
PROLIFERACION CELULAR SECUNDARIA AL Gl EN LA ZONA
SUBGRANULAR (SGZ)

Se prepard e inyectd 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU, Sigma, 50 mg/kg/12 h, dividida en tres
inyecciones) y posteriormente se realizé inmunohistoquimica anti-BrdU, tal y como se
encuentra descrito en otros protocolos [118]. Con la finalidad de obtener una tasa de
proliferacidn relativamente precisa y cercana a los distintos puntos temporales, las inyecciones
de BrdU cubrieron solamente las 12 h inmediatas previas a las perfusiones en los puntos
temporales T, 2T ,3T ,4T ,5T ,7T y 14T (Fig. 14, grupo naranja). Las rebanadas utilizadas fueron
seleccionadas con los mismos criterios empleados en el experimento descrito anteriormente.
Los anticuerpos rata anti-BrdU (1:1000, Accurate Scientific) e I1gG cabra anti-rata (Alexa Fluor
488, 1:1000, Invitrogen) fueron utilizados como anticuerpos primarios y secundarios,
respectivamente. Posteriormente, se realizd un conteo de los nucleos inmunorreactivos
presentes en el hilio de la SGZ. Para evaluar la tasa de neurogénesis post-Gl en el punto
temporal en el cual se observd la mayor proliferacion celular, las ratas de las condiciones
control y experimental (n= 4) fueron inyectadas con BrdU 12h previo al periodo 2T. La mitad
de cada grupo fue perfundida en el punto 7T con la finalidad de realizar la deteccidon de

neuroblastos marcados con BrdU, mediante la utilizacidon del marcador doblecortina (DCX) (Fig.
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14, grupo azul), y la otra mitad fue perfundida en el punto 28T para detectar neuronas
maduras marcadas con BrdU, a través del marcaje de una proteina nuclear neuronal (NeuN)
especifica (Fig. 14, grupo morado). Los procesos de perfusidn, corte y seleccion de rebanadas
se relaizaron tal y como se describio anteriormente. Los siguientes anticuerpos primarios
fueron utilizados para las inmunorreacciones correspondientes: rata anti-BrdU (1:1000,
Accurate Scientific), cabra anti-DCX (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) y ratén anti-NeuN
(1:2000, Chemicon); anticuerpos secundarios: Alexa 488 IgG burro anti-rata, Alexa 594 IgG
conejo anti-cabra e IgG burro anti-ratén (Molecular Probes). Dos experimentalistas realizaron
conteo celular “ciego”, bajo microscopia de fluorescencia en la SGZ adyacente al hilio.
Realizando el cambio de filtros para visualizar los fluorocromos Alexa 488 y 594, se pudieron

identificar claramente las células doblemente marcadas, tanto BrdU/DCX como BrdU/NeuN.

Para evaluar los aspectos morfoldgicos de los procesos de las células tipo glia radial,
utilizamos una version modificada de los anillos de Sholl [113], reticula estereoldgica con
circulos concéntricos de 10 um de distancia entre ellos. El soma celular, con sus ramificaciones
visibles, fue colocado en el centro de la reticula para posteriormente contar el nimero de
intersecciones (Nol) entre la reticula y las proyecciones de los procesos de las células tipo glia

radial.

Los resultados cuantitativos se expresaron como la media * el error estandar de la
media. La diferencia intergrupal fue evaluada utilizando un analisis de varianzas de una via
seguido, cuando fue pertinente, por la prueba post-hoc de Dunet, utilizando el programa Prism
(GraphPad Software Inc.). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas

en un valor P < 0.05.
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IX. RESULTADOS

CORRELACION TEMPORAL DE ASTROGLIOSIS Y NEUROGENESIS
EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA ADULTA DESPUES DE UN
INSULTO GLUCOPENICO

La astrogliosis reactiva después de un insulto neuroglucopénico Unico muestra un pico en su
expresion a las 48h Pl y se mantiene significativamente distinta con respecto al control por los
siguientes 3 dias consecutivos. 1 dia después de la administracion de 2-DG, las células de la
astroglia aparentaban ser normales bajo observacién general; las mediciones realizadas en el
hilio del hipocampo no mostraron diferencias al ser comparadas contra el control. Sin
embargo, la densidad dptica en el periodo 2T mostré un aumento de aproximadamente el
doble de la inmunorreactividad contra GFAP, misma que se mantuvo elevada durante los
siguientes 2 dias, regresando a los niveles del control aproximadamente hasta el punto 5T (Fig.
15C, densidad optica del control Ctrl = 7.50+0.28; T = 7.24+0.40; 2T = 12.7840.71; 3T =
10.8940.59; 4T = 10.07£0.69; 5T 7.34+0.57). Durante el analisis morfolégico en el periodo 2T,
se observé un aumento en la longitud (mayor nimero de intersecciones) de los procesos de las
células tipo glia radial. Estos procesos surgen de somas inmunorreactivos a GFAP localizados
en el borde entre el hilio y la capa de células granulares (GCL), mismos que se extienden a la

CCG a una distancia mayor que la del control (Fig. 15)

Un insulto glucopénico inducido mediante la administracion de 2-DG alterd la
proliferacién de los progenitores de la SGZ en una dindmica tiempo-dependiente, mostrando
un pico a las 48 h PI; los marcajes inmunohistoquimicos evidenciaron una elevacién de los
nucleos BrdU+ en los puntos temporales 2T (26.7+3.5), 3T (19.2+0.8) y 4T (21.9+1.9),
mostrando el valor mas elevado en el punto 2T post Gl, que coincide con el pico de
inmunorreactividad anti-GFAP. De 5T a 14T, no se observo diferencia significativa en el conteo

de nucleos BrdU+ entre los grupos control y experimental (15.5+1.7) (Fig.16).
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No. de intersecciones

Ctrl T 27 3T 4T 5T Ctrl Exp

Tiempo post-induccionde glucoprivacion (T =24 hrs)

Fig. 15 Efecto de la glucoprivaciéon transitoria sobre la astroglia en el hilio del giro dentado.
Microfotografias representativas de inmunohistoquimica anti-GFAP en el DG de los grupos control (A) y
experimental (B) perfundidos 48 después de inducir la glucoprivacion (GI). El inserto (D)muestra la
region hiliar adyacente a la zona de fusion de las capas de células granulares dorsal y ventral (GCL) con
una magnificacion mas alta. Algunos procesos tipo radial inmunoreactivos a GFAP extendiéndose dentro
de la GCL se indican con flechas. (C) Histograma que muestra el curso temporal de la reactividad
astrocitica medido mediante el andlisis de la densidad Optica en el hipocampo post GI. T= 24 h. (E)
Cuantificacion del numero de intersecciones de los procesos citoesqueléticos de las células tipo glia radial
mediante el uso de los anillos de Sholl modificados en el punto 2T. **P < 0.01, ***P < 0.001.[117]
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Se revelaron modificaciones a largo plazo en la tasa neurogénica, al encontrarse cifras
elevadas de neuronas recién formadas transformdndose en neuroblastos en el periodo 7T, asi
como neuronas maduras en el periodo 28T en los animales experimentales: el nimero de
células BrdU+/DCX+ fue significativamente mayor en los animales inyectados con 2DG
(13.63+1.4) que en el control (5.5%1.1; Fig. 17) Estas células fueron frecuentemente
observadas en agrupaciones a lo largo de la SGZ. Para estudiar si los neuroblastos formados
alcanzan su diferenciacidon y se convierten en neuronas maduras, se realizd perfusién en el
periodo 28T PI, con la finalidad de realizar inmunotinciones contra BrdU y NeuN (Fig. 14, Gpo.
Morado). Se observé un incremento de aproximadamente el doble en el nimero de nucleos
BrdU+/NeuN+ en el grupo 2DG con respecto al control (5.0+0.5 vs 2.5+0.2, respectivamente;

Fig. 17).

40 1

*%
20. I I I
o v L] L] L]
T 2T 3T 4T

Ctrl

Num. de nucleos BrdU+ (DG)

5T T 14T

Tiempo post-induccién de glucoprivacion (T =24 hrs)

Fig. 16 Curso temporal de la proliferacion celular en el DG post Gl. Se observo el efecto temporal de
una sola dosis de 2-DG (500 mg/kg) sobre el nimero de nucleosinmunoreactivos a BrdU durante los
primeros cinco dias. Notese que el pico en el marcaje de BrdU coincide con el pico de la expresién de
GFAP en el hilio en el periodo 2T (Fig.15. T= 24h.)**P < 0.01, ***P < 0.001. Los conteos fueron obtenidos
de los numeros totales de nucleos BrdU positivos por zona subgranular de cada rebanada.[117]
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Fig. 17 Efecto de la glucoprivacion transitoria sobre la neurogénesis en la capa de células granulares
del hilio del giro dentado. A) Histograma que muestra el nimero de nucleos BrdU+ y el nimero de
células BrdU+/DCX+ en los animales control (Ctrl) y experimental (Exp). Para analizar la naturaleza de las
neuronas recién formadas tras el insulto inducido por la administracién de 2-DG, se inyecté BrdU dos
dias después de la dosis de 2-DG, tomando en cuenta el pico de proliferacion celular mostrado en la Fig.
16. (C y D) Microfotografias representativas de inmunohistoquimica doble anti BrdU/NeuN. (F) Inserto
de E. ***P<0.001. Los conteos fueron obtenidos del numero total de células doblemarcadas (A) y
nucleos (B) por zona subgranular hiliar de cada seccién.[117]
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PERDIDA DE LA RESILIENCIA GLIAL Y NEUROGENESIS
ABERRANTE EN EL MODELO ANIMAL DE PILOCARPINA

Las alteraciones producidas por la administracion sistémica de pilocarpina presentaron una
dinamica dosis-dependiente. En los grupos experimentales con las dosis de 38 mg/kg, 95
mg/kg y 190 mg/kg de pilocarpina, los animales mostraron signos leves de estimulaciéon
colinérgica. A la dosis de 380 mg/kg de pilocarpina, las ratas desarrollaron crisis limbicas
motoras, aproximadamente 15 6 20 minutos después de la inyeccién, las cuales se

transformaron progresivamente en un SE.

Utilizando el marcaje con GFAP y el analisis de las longitudes de las intersecciones con
los anillos de Sholl como parametro operacional para la hipertrofia citoesquelética astrocitica,
observamos dinamicas dosis-dependientes de los cambios morfoldgicos en CA1, CA3 y DG. La
administracion sistémica de pilocarpina indujo hipertrofia citoesquelética con las dosis de 95
mg/kg vy superiores a las 2W (Fig. 18, G,H,l, barras rojas). Sin embargo, este fendmeno se
revirtié en la evaluacion a las 4W en los grupos que no desarrollaron SRSs (Fig. 18, G,H,l, barras
azules de los grupos 38 mg/kg, 95 mg/kg y 190 mg/kg). En contraste, en el grupo de 380 mg/kg
este fendmeno, evaluado a las 4W, se encontraba exacerbado y aun mostraba diferencia
significativa contra el control a las 8W (Fig. 18, G,H,l, barras azules y negra). Se observaron
abundantes astrocitos con edema celular y nuclear (para referencias morfoldgicas revisar

[146]) en los grupos de dosis total a las 2W y 4W (Fig. 18 Ey F).

La densidad celular positiva al marcaje con GFAP sufrié una pérdida a mediano plazo,
comenzando en el grupo de 95 mg/kg, observado a las 2W (Fig. 19 G, barras rojas). Sin
embargo, se observaron recuperaciones a las 4W en los grupos de 95 mg/kg y 190 mg/kg, los
cuales no desarrolaron SRSs antes de las 4W (Fig. 19 G, barras azules de 95 mg/kg). En el grupo
de 190 mg/kg, no se observd recuperacién absoluta a las 4W (P<0.001 vs. control). Sin
embargo, se observo una diferencia significativa respecto al punto temporal 2W en este
mismo grupo(P<0.001). No se observd recuperacion en el grupo de 380 mg/kg, mismo que
debidé desarrollar SRSs alrededor de las 4W, (Fig. 19 G, grupo de 380 mg/kg, barras rojas y

azules), ni siquiera a las 8W (Fig. 19 G, barra negra)
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Fig. 18. Analisis morfométrico de la expresion de GFAP en las poblaciones astrociticas. del stratum
radiatum (str. rad.) de CA1 y CA3 y el hilio del giro dentado. A, B y C, son microfotografias de la
inmunorreaccidon contra GFAP en el hilio de los grupos control (Ctrl) y 380 mg/kg a las 4- y 8-W,
respectivamente. D, E y F son ejemplos de proyecciones bidimensionales digitalizadas de
reconstrucciones citoesqueléticas astrociticas tridimensionales de células presentes en el hilio del giro
dentado. Estas imagenes corresponden a los grupos Ctrl (D) y 380 mg/kg 2-W (E) y 4W (F). G, H e |
muestran el andlisis de la sumatoria de las longitudes de las intersecciones de los procesos astrociticos
con los anillos de Sholl, el cual fue utilizado como pardmetro operacional de la hipertrofia
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citoesquelética astrociticaen el hilio del giro dentado (DG, G), str. rad. de CA1 (H) y CA3 (). n=24. Los
valores se muestran como la media £ SEM. *** P<0.001.[159]

190 mg/kg 2W 190 mg/kg 4W

GFAP

380 mg/kg 2W 380 mg/kg 4W 380 mg/kg 8W
G
40 OCtrl m2wHE4WHE8W
30 N Fedkk
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mm?

Fig. 19. Andlisis de la densidad de los astrocitos hiliares. A-F:Microfotografias de
inmunorreacciones contra GFAP en el hilio del giro dentado, mostrando una pérdida reversible
de la densidad astrocitica en el grupo de 190 mg/kg (B, C) y una pérdida a largo plazo en el
grupo de 380 mg/kg (D, E, F). G: Histograma que muestra las densidades astrociticas en el hilio.
*** P<0.001.[159]

Con la finalidad de comparar la activacién microglial con los cambios en la morfologia y
la densidad astrocitica en este estudio, realizamos una inmunorreaccién contra CD11b (Ox42),
un marcador de microglia [160], en los mismos puntos temporales en los que se estudiaron las

alteraciones astrociticas. Muchas de las células marcadas con CD11b en el hilio a las 2-, 4- y8W
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eran pleomdrficas, con procesos engrosados y puntos de ramificacion aumentados,
caracteristicas indicativas de microgliosis reactiva. Las células microgliales activadas se
encontraban intensamente marcadas y mostraban patrones de ramificacion arboriformes (Fig.
20, F, L, M), siendo las mas notorias a las 2W (Fig. 20, J). Esta poblacién de células microgliales
activadas no se observo en las ratas control (Fig. 20, Ay E). La Fig. 20 muestra claramente que
la activacion microglial se localiza principalmente en el hipocampo, el talamo y la corteza
amigdalo/entorrinal en el grupo sometido a la dosis de 380 mg/kg. (Fig. 20, J y K). Esta
activacion tuvo su pico a las 2W (Fig. 20 J y F). Fue seguida de una recuperacion lenta

observada a las 8W, aunque aun pudo detectarse activacion microglial parcial (Fig. 20, Ny M).

La neurogénesis adulta es un proceso que ocurre en la mayoria de las especies de
mamiferos. Por lo general, se lleva a cabo en la zona subventricular (con migracion hacia el
bulbo olfatorio a través del tracto migratorio rostral) y la zona subgranular (SGZ) del giro
dentado de la formacion hipocampica. Adn no esta claro si existe una relacién causal entre los
procesos de muerte celular y la proliferacion celular. En los ultimos anos, algunos estudios han
reportado dafo isquémico inducido por la produccién de nuevas células piramidales, células
que normalmente no se piensa que puedan generarse en el cerebro adulto. Sin embargo, las
condiciones experimentales precisas capaces de inducir este fendmeno aun no estan claras. La
neurogénesis aberrante en la SGZ ha sido ampliamente estudiada en el modelo de epilepsia
del I6bulo temporal secundario a la administracion de pilocarpina, en el cual se induce muerte
celular masiva en la capa piramidal del hipocampo. Con el fin de investigar la posibilidad de un
fendmeno neurogénico extra-giro dentado, se explord la neurogénesis con la con la alternativa
al protocolo de este modelo animal empleando marcadores ampliamente utilizados para la
evaluacion de neurogénesis en el cerebro adulto, como 5-bromo 2-deoxiuridina (BrdU),

proteina nuclear neuronal (NeuN) especifica (NeuN) y doblecortina (DCX).
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Fig. 20. Evolucion temporal dosis-dependiente de la activacion microglial. Microfotografias
de bajo poder compuestas que muestran los patrones de activacion microglial en grupos
sometidos a distintas dosis de pilocarpina, excepto por E, F, L y M, que son microfotografias
20X de los hilios correspondientes, Los puntos temporales de 2-, 4-, y 8-semanas fueron
denotados como 2W, 4W y 8W. O. Cuantificacion de células microgliales activadas
intensamente marcadas con Cdllb, las cuales muestran patrones de ramificacidon
arboriformes en el hilio. *** P<0.05, *** P<0.01, *** P<0.001. [159]
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X. DISCUSION Y CONCLUSIONES

CORRELACION TEMPORAL DE ASTROGLIOSIS Y NEUROGENESIS
EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA ADULTA DESPUES DE UN
INSULTO GLUCOPENICO

La hipoglicemia es un factor de riesgo intrinseco a la terapia hipoglicemiante, tanto con
insulina como con otros farmacos. Diversos estudios clinicos han revelado que los pacientes
diabéticos tienen un grado mayor de deterioro en la funcidn cognitiva [119], sin embargo, los
mecanismos implicados en este proceso no estan completamente dilucidados. En este estudio,
los animales experimentales recibieron una inyeccién del analogo sintético no metabolizable
de la glucosa 2-DG, una molécula empleada extensivamente como inhibidora del proceso de
glucdlisis, tanto en las bacterias como en los humanos. Las ratas pertenecientes al grupo
experimental fueron inyectadas con una sola dosis de 500 mg/kg de 2-DG. Esta dosis es capaz
de bloquear especificamente el metabolismo cerebral de la glucosa de una forma transitoria,
sin producir efectos adversos conductuales, coma o convulsiones [120] El cerebro, en
comparacion con otros tejidos, es particularmente vulnerable a la hipoglucemia, pues depende
criticamente de la glucosa para funcionar adecuadamente. Diversos estudios han demostrado
la posibilidad de inducir dafio neuronal y muerte celular cuando se administran insulina o
algunos otros farmacos hipoglucemiantes [121, 122]. Estudios realizados en humanos vy
aquellos llevados a cabo en modelos animales de daio cerebral hipoglucémico han mostrado
que el giro dentado del hipocampo es particularmente vulnerable a este tipo de insulto,
mientras que las células gliales parecen tolerarlo [123]. Evidencia de la literatura actual sugiere
que la muerte neuronal estimulada por la hipoglucemia involucra un proceso de
excitotoxicidad. La hipoglucemia induce despolarizacion neuronal y por lo tanto eleva las
concentraciones extracelulares de glutamato y aspartato, promoviendo una activacidon
sostenida de los receptores glutamatérgicos. Como consecuencia de lo anterior, se origina un
incremento en el flujo intracelular de calcio, que altera la regulacién del calcio mitocondrial y
genera una excesiva produccion de radicales libres, lo que ocasiona disfuncion mitocondrial y
dafio en el ADN que finalmente conducen a la muerte celular [124, 125]. El incremento en la
proliferaciéon celular observado en este estudio después de la inyecciéon de 2-DG concuerda

con otros reportes, confirmando como diversos dafios pueden ser capaces de estimular la
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proliferacién celular en la SGZ del DG [126, 127], contribuyendo probablemente en los

procesos de reemplazo y reparacion del tejido lesionado.

Los astrocitos estan involucrados en el funcionamiento cerebral normal y, mediante
intensas interacciones con las neuronas, desempefian un papel crucial en la regulacion de la
homeostasis cerebral y en diversos procesos de reparaciéon después de una lesidn. La
evaluacion de la astrogliosis reactiva en regiones neurogénicas resulta de gran importancia
para el entendimiento de la respuesta integral a la lesion cerebral, asi como sus mecanismos
subyacentes. La reactividad glial observada poco después de la inyeccion de 2DG sugiere una
modificacion en la dinamica de interaccion astrocito-neurona, que podria incluir cambios en la
barrera hematoencefalica, difusidon del espacio extrasinaptico, secreciéon de factores
neurotroéficos y remocion de neurotransmisores [128]. A pesar de que las consecuencias de la
reactividad astrocitica han generado controversia [129] existen evidencias sélidas que sugieren
gue una interaccion neurona-glia alterada puede resultar beneficiosa [130]. Se ha demostrado
qgue los astrocitos son capaces de reducir la vulnerabilidad neuronal a la excitotoxicidad,
teniendo un rol importante en la recaptura de glutamato en el SNC [131]. Adem3s, debido a
sus altas demandas metabdlicas y a sus limitados reservorios de energia, las neuronas son
extremada y criticamente dependientes de una estrecha regulacion de los mecanismos del
metabolismo y suplemento de energia. Esta regulacion metabdlica de la energia en el cerebro
es mediada por los astrocitos, ya que son los encargados de satisfacer las demandas
neuronales de energia [132]. Existe evidencia que sugiere que el transportador de glucosa
GLUT-2, expresado en las células gliales, juega un rol particular en la deteccion de niveles de
glucosa en el SNC, lo cual le otorgaria un papel a los astrocitos de sensores hipoglucémicos
[133]. Diversos datos experimentales sugieren que la glucosa podria inicialmente ser
metabolizada por los astrocitos, generando lactato extracelular, que es transportado a las
neuronas para ser usado como sustrato para la sintesis neuronal de piruvato [93]. Otras
moléculas, como los acidos grasos y los cuerpos cetdnicos, también pueden ser usados como
fuentes de energia para el cerebro bajo ciertas circunstancias y los astrocitos son el Unico tipo
celular identificado capaz de realizar la oxidacién de acidos grasos en el cerebro y de utilizar
los acidos grasos como precursores para la sintesis de cuerpos cetdnicos que son

intercambiados con las neuronas [134].

En este estudio, observamos una relacién entre el curso temporal de la astrogliosis en
el hilio del DG, donde reside la SGZ — la capa germinal neurogénica en el hipocampo del
cerebro adulto- y la tasa de variacion de la proliferacion celular de la misma capa post Gl. Esta

observacién sugiere una interrelacion intrinseca entre estos dos fendmenos. Ademas,
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observamos claramente la hipertrofia citoesquelética de los astrocitos tipo glia radial hacia
niveles profundos de la GCL. El fenotipo, las propiedades bioldgicas y el destino de las células
capaces de expresar proteina acidica glial fibrilar en la SGZ representan areas de gran interés
en la actualidad, debido tanto a su funcién normal como a su potencial capacidad de aminorar

lesiones cerebrales.

¢Acaso todos los astrocitos que expresan GFAP en la zona subgranular tienen
multipotencialidad neurogénica? Para responder a esta pregunta adecuadamente, se requiere
de conocimiento basto y detallado. Sin embargo, existen algunas explicaciones factibles para el
fendmeno observado en este estudio. Por ejemplo, esta bien documentado que los astrocitos
participan activamente en la creacidén de un microambiente o “nicho”, capaz de estimular la
neurogénesis [135]. En la ZSG de las ratas expuestas a 2-DG hubieron incrementos
consistentes tanto en la reactividad a GFAP como en el conteo de células BrdU+/DCX+ en la
region tipo nicho en donde se fusionan las partes dorsal y ventral de la GCL (Fig. 15y 17,
microfotografias). Este fendmeno sugiere que la astrogliosis en esta region tiene un rol activo
en la neurogénesis. Por otro lado, Muller et al. [136] demostraron que el factor neurotréfico
ciliar (CNTF) es necesario para regular la extensiéon de neuronas recién formadas en la ZSG del
cerebro adulto. En el cerebro intacto, CNTF es expresado por los astrocitos a bajas
concentraciones, mismas que pueden aumentar considerablemente después de una lesion.
Por lo tanto la neurogénesis inducida por una lesion podria ser suscitada por un incremento
transitorio en los niveles de CNTF, que estarian siendo promovidos por los astrocitos. Nuestro
hallazgo de temporalidades similares entre la inmunorreactividad a GFAP y la proliferacién

celular en el GD apoya esta hipotesis

PERDIDA DE LA RESILIENCIA GLIAL Y NEUROGENESIS
ABERRANTE EN EL MODELO ANIMAL DE PILOCARPINA

Estudios recientes han demostrado que los astrocitos y la microglia se activan rapidamente
después del insulto por pilocarpina [153]. Sin embargo, hace falta evidencia tanto de las
alteraciones a mediano y largo plazo producidas por este agente quimioconvulsivo, como de
los efectos generados por la administracion de dosis inferiores a 380 mg/kg sobre las
poblaciones gliales. Este estudio provee las primeras evidencias cuantitativas dosis/curso
temporal de las alteraciones producidas tanto en la morfologia como en la densidad de los
astrocitos y la microglia a mediano y largo plazo en el modelo de pilocarpina, asi como su
posible relaciéon con el inicio de las SRSs. Encontramos que, con la dosis epileptogena, el

hipocampo tuvo alteraciones significativas en la red de filamentos intermedios positivos a
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GFAP, ademas de una marcada disminucién en la densidad poblacional astrocitica. El valor
mas alto de la hipertrofia citiesquelética astrocitica y el valor mas bajo de la densidad
poblacional coincidieron con el punto temporal (4W), en el cual se observé el inicio de las SRSs
en este modelo, que fue tratado farmacoldgicamente con pilocarpina y metiloromuro de
atropina. En contraste, los grupos tratados con fracciones de la dosis epileptogena (190 mg/kg
y 95 mg/kg) sufrieron estas alteraciones en la poblacion astrocitica a las 2W, pero fueron

capaces de restaurar los parametros evaluados al nivel del grupo control a las 4W.

Se ha demostrado que la reactividad microglial crénica es capaz de inducir disfuncién
en la poblacidn astroglial, incluyendo la muerte astrocitica, la retraccion de los procesos de los
pies astrociticos y la pérdida de aquaporina-4 y conexinas, [146, 161, 162], las cuales son
cruciales para la regulacién de las oscilaciones neurales [72, 163]. En el grupo de 380 mg/kg,
el pico de la activacion microglial se observé a las 2W y a las 4W, seguido de una lenta
recuperacion a las 8W. Esto es consistente con la pérdida de la densidad astrocitica observada

en el grupo sometido a la dosis de 380 mg/kg, en todos los puntos temporales.

Las redes aberrantes de filamentos intermedios positivos a GFAP y la pérdida de la
densidad astrocitica modifican la capacidad regulatoria glial, perturbando tanto el
metabolismo hidroelectrolitico y de aminoacidos excitatorios en el cerebro, como el espacio
extracelular [164]. Aparentemente, bajo los pardametros observados, el limite de la capacidad
glial para regular el metabolismo fue sobrepasado, lo cual detond la aparicién de las SRSs. En
un estudio de microscopia electrdnica, Norenberg & Chu examinaron la corteza cerebral de la
rata en el estado preictal después de la administracion intraperitoenal de aminofilina,
observando cambios morfolégicos sdélo en los astrocitos. Estos cambios consistian
principalmente en alteraciones hidrépicas nucleares y citoplasmicas, aglutinacion de la
cromatina nuclear y un ligero incremento del glucégeno citoplasmico [165], apoyando nuestro
estudio, en el cual observamos tumefaccidn astrocitica masiva antes de la ocurrencia esperada
de las SRSs (Fig. 18 E y J). Por otra parte, Guo y cols. [166]midieron la tasa normalizada de
utilizacion cerebral de glucosa con F-18 fluorodexiglucosa utilizando tomografia por emision de
positrones (PET) en animales sometidos a la administracidn sistémica de pilocarpina en el dia 2
(fase inicial), dia 7 (fase latente) y dia 42 (fase crodnica) después de la induccion del SE,
encontrando cambios espacio-temporales especificos en la utilizacion de glucosa en las ratas
durante el curso de la epileptogénesis. Resulta interesante mencionar que encontraron que en
la fase temprana, las estructuras limbicas sufrieron la mayor disminucion en la tasa de
utilizacion de glucosa. La mayoria de las estructuras cerebrales se encontraban

hipometabdlicas alin en la fase latente y mostraron mejoria hasta la fase crénica. Sin embargo,
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el hipocampo y el tdlamo presentaron hipometabolismo persistente durante la
epileptogénesis. A pesar de que en la actualidad solo disponemos de conocimiento
fragmentario respecto a la relacion entre la activacién de un tipo celular especifico y la tasa
metabdlica cerebral observada mediante PET y de que los datos de imagenologia funcional son
comunmente interpretados en términos de la actividad neuronal subyacente, las células gliales
son mucho mas numerosas que las neuronas. Ademas, algunos estudios recientes implican
gue los astrocitos juegan un rol prominente en la regulacidon del abasto sanguineo cerebral.
Por lo tanto, al mediar procesos neurometabdlicos y neurovasculares en todo el SNC, los
astrocitos podrian proveer una base fisiolégica comun para las sefiales de neuroimagen. Por
consiguiente, los resultados de Guo & cols. [166] apoyan nuestros datos, mostrando una
pérdida masiva de la poblacidn astrocitica en el giro dentado del grupo tratado con la dosis

epileptégena de pilocarpina.

El flujo sanguineo cerebral y el metabolismo del oxigeno proveen las bases del
funcionamiento cerebral normal. Algunos estudios recientes asocian la inflamacion del CNS
con ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE), induciendo convulsiones y contribuyendo a
su progresion [167]. Nuestros datos respecto a la pérdida de la densidad astrocitica y la
morfologia aberrante son coherentes con una posible ruptura de la BHE, que podria contribuir

al desarrollo de SRSs.

En conclusion, en este estudio hemos provisto evidencia que muestra la pérdida
gradual a largo plazo de la resiliencia glial en el grupo tratado con la dosis epileptégena de
pilocarpina. La coexistencia espacio-temporal de patologia astrocitica en el hipocampo, i.e.
alargamiento astrocitico masivo, incremento dramdatico en la expresion individual de GFAP y
una densidad astrocitica severamente disminuida al momento de la aparicion de las SRSs

plantea la posibilidad de una relacion causal entre estos dos fendmenos.
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