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RESUMEN

El accidente cerebrovascular (ACV) es la primera causa de discapacidad en
el mundo. La oclusién de un vaso sanguineo es la forma mas comdn de ACV, el
cual genera la pérdida inmediata de oxigeno y glucosa en las células nerviosas,
provocando la muerte celular. El dafio generado conduce a severas discapacidades
motoras y sensoriales en los pacientes afectados.

Histéricamente se pens6 que una vez alcanzada la madurez del sistema
nervioso, la capacidad de renovacion celular era limitada, por lo que en condiciones
patologicas, la pérdida de neuronas era irreversible. Sin embargo, actualmente se
sabe que existen dos regiones del cerebro adulto con una capacidad constitutiva de
neurogénesis, estas regiones se denominan zona subgranular del giro dentado
(ZSG) y la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV). En estas dos
zonas existen células madre neurales (CMN) con capacidad de autorenovacion,
proliferacion y diferenciacibn generando neuronas y células gliales en forma
permanente.

Esta capacidad neurogénica ofrece una alternativa terapéutica potencial ante
un ACV, ya que permitiria la recuperacion del tejido nervioso mediante mecanismos
propios que promuevan el reemplazo de las neuronas afectadas. En este estudio
se explora la proliferacién celular en zonas neurogénicas del cerebro luego de la
induccion de una isquemia cerebral a consecuencia de una desvascularizacion
cortical (DC); modelo experimental que simula las condiciones fisiolégicas de un
ACV. Para lograr dicho objetivo de desarrollé: 1) un modelo murino de isquemia
inducido por DC, 2) determinacion del volumen de lesion cortical en un curso tiempo
dependiente, 3) estimacion de la proliferacién celular en zonas neurogénicas a
distintos tiempos post-lesion (dia 1, 4, 7, y 10) y 4) caracterizacion fenotipica de las
células que proliferan posterior a la desvascularizacion.

Como resultado de este trabajo se obtuvo que a consecuencia de la DC hubo
un incremento de la proliferacion celular en la ZSV y en el torrente migratorio rostral
(TMR) al dia 4 post-lesion. Dicho incremento es significativamente mayor en el
hemisferio contralateral. Las células encontradas en estas zonas expresan
marcadores especificos que siguen la secuencia de diferenciacion neural. Aunado
a esto hemos encontrado una importante proliferacion celular en la corteza
lesionada, que al ser caracterizada fenotipicamente demostré la presencia de
neuroblastos en zonas adyacentes a la lesion.

Palabras claves: Células madre neurales, progenitores neurales, Neurogénesis,
Desvascularizacion Cortical, Contralateral.
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1. INTRODUCCION

La organizacion del sistema nervioso involucra complejos circuitos neuronales
gue son producto de la interaccion entre los distintos tipos celulares presentes. La
expresion del comportamiento no es mas que la respuesta funcional de la
interaccion de diversos grupos celulares. En condiciones patologicas, la pérdida de
los somas o de los terminales nerviosos trae como consecuencia la aparicion de
desérdenes neurologicos caracteristicos, por ejemplo, la pérdida de los somas
dopaminérgicos en la substancia Nigra, trae como consecuencia la desregulacion
de los nucleos de cuerpo estriado y esto se traduce en la expresién de temblor en
reposo en la enfermedad de Parkinson (Kandel, 2001). El objetivo primario de toda
aproximacion terapéutica es estimular, inhibir o sustituir la funcion de algun
componente involucrado en la neuroquimica del sistema nervioso con el objetivo de

restablecer la conectividad neuronal y su control.

El restablecimiento de las conexiones neurales entre los diferentes nucleos del
cerebro, luego de su pérdida a consecuencia de diversas patologias representa un
desafio desde el punto de vista terapéutico, debido a los mdltiples tipos celulares
presentes en el sistema nervioso central (SNC) adulto y la precision con la que éstos
deben interactuar en el tiempo y espacio. Por lo que, estrategias experimentales
gue tienen como objetivo la reparacion neural han recibido mucha atencion en los

altimos afos (Goldman, 2005)



Estudios pioneros acerca del sistema nervioso propusieron que una vez
alcanzada la madurez del sistema nervioso adulto, la muerte o pérdida de neuronas
era irreversible ya que éstas no podian ser reemplazada (Ramon y Cajal, 1952). Es
probable que la pobre capacidad de generar células de reemplazo sea una causa
importante de enfermedades neuroldgicas. En la mayoria de las regiones del
cerebro, la generacion de neuronas y la conectividad esta limitada generalmente a
un periodo de desarrollo discreto, por lo que la sustitucion de las neuronas implica
no sélo la incorporacion de un nuevo componente celular sino el desarrollo de la
conectividad adecuada dentro de un circuito de relevancia funcional. Desde hace
varios afos se han descrito dos regiones del cerebro con una capacidad constitutiva
de neurogénesis, éstas regiones se denominan zona subgranular del giro dentado
(ZSG) (Alvarez-Buylla y col., 2001) y la zona subventricular de los ventriculos

laterales (ZSV) (Altman y Das, 1965).

Un entendimiento basico del desarrollo neural es un requisito previo para el
desarrollo y entendimiento de estrategias racionadas con la neurogénesis en el

cerebro adulto.

1.1 Neurogénesis durante el desarrollo embrionario

Los procesos de neurogénesis celular que se llevan a cabo durante la formacién
del tejido nervioso, generan un sistema altamente organizado capaz de
proporcionar al nuevo ser una eficiente red de comunicacion con gran respuesta
adaptativa, y con la peculiaridad de responder autondmicamente a estimulos fisicos

y quimicos originados tanto en el medio interno como en el externo. De esta manera,



el SNC permite integrar y controlar las diferentes funciones del organismo (Alberts,
Coll, y Sande, 2004).

El sistema nervioso comienza su desarrollo en la tercera semana de gestacion
en el humano. En este proceso el notocordio en desarrollo y el mesodermo
subyacente estimulan al ectodermo a proliferar haciendo que éste incremente en el
namero de células, formandose asi la placa neural. La induccién neural, trae como
consecuencia que células ectodérmicas se diferencien a células madre neurales y
se genera una produccion inicial de células nerviosas. Una vez completado el
proceso inductivo, la placa neural se alarga desde su sitio de origen craneal y se
eleva para formar los pliegues neurales; la porcion media entre los pliegues neurales
forma el surco neural (Fig. 1). Los pliegues neurales se elevan alin mas, se acercan
y se fusionan irregularmente en la linea media formando el tubo neural (Fig. 1)
(Jessell y Sanes, 2001; Purves y col., 2008).

Un grupo de células neuroectodérmicas, pertenecientes a la cresta neural
migran activamente a partir de la zona dorsal del tubo neural siguen vias especificas
de migracion y forman distintos componentes del sistema nervioso periférico, como
por ejemplo, ganglios de la raiz posterior, ganglios autbnomos, ganglios de los
pares craneales, células de Schwann, las leptomeninges (aracnoides y piamadre),
melanocitos y médula suprarrenal. En consecuencia, el tubo neural es el que se
convertira por diferenciacion en encéfalo y médula espinal, mientras que las crestas
neurales formaran la mayor parte del sistema nervioso periférico (Kandel, Schwartz,

y Jessell, 2001).



Placa neural

Surco neural

Tubo neural

Tubo neural
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Figura 1. Desarrollo del tubo neural. Esquema del desarrollo embrionario del tubo
neural durante la fase de gastrulacién (izquierda). Micrografias de microscopia electrénica
del tubo neural en desarrollo (derecha) (Tomada y modificada de Jessel y Sanes, 2001).

1.2 Neurogeénesis en el cerebro adulto

El recambio celular de la mayoria de los tejidos adultos ocurre por la capacidad
de autorenovacion y diferenciacion de las células madre multipotentes que pueden
generar un precursor tisular. Hasta hace poco, se pensaba que el sistema nervioso

central era una excepcion a esta regla general. Durante décadas, los neurobiélogos



habian establecido la idea de que las neuronas en el cerebro adulto tenian pocas
posibilidades de recambiarse y que las células madre precursoras del tejido
nervioso se agotaban en el cerebro perinatal, por lo que la generacién de nuevas
neuronas cesaba con la madurez. Desde mediado de los afios 60, se ha demostrado
que el cerebro adulto es capaz de remodelarse con el aporte de las células

progenitoras neurales y gliales a largo de la vida de un animal (Altman y Das, 1965).

La demostracién de este proceso ha desafiado antiguos prejuicios sobre el
desarrollo del cerebro, y ha proporcionado una oportunidad para explorar
experimentalmente la identidad de las células madre neurales y los mecanismos
mediante los cuales se generan células diferenciadas. En particular, la existencia
de este proceso ofrece una oportunidad Unica para identificar los tipos de células
que funcionan como las células madre en el adulto y comparar funcionalmente con
las células madre embrionarias. La comprension y la potencial modulacion de los
mecanismos de desarrollo de las células madre neurales en el embrién y el adulto
tienen profundas implicaciones terapéuticas y permiten comprender cOmo se
construye y se mantiene la citoarquitectura del cerebro durante toda la vida de un

animal (Alvarez-Buylla y col., 2001).

La funcion mas importante de las CMN es la generacion de nuevas neuronas.
Estas células madre en la SVZ generan neuroblastos que migran a través de la
torrente migratorio rostral (TMR) hacia el bulbo olfatorio, donde generan
interneuronas esenciales para el mantenimiento de las funciones olfatorias
(Kokovay, Shen, y Temple, 2008; Li y col., 2009). De igual manera, las neuronas

producidas en la ZSG del hipocampo se integran en la capa de células granulares



inmediatamente adyacente a él, donde son importantes para el aprendizaje y la

memoria (Li y col., 2009).

1.3 Células madre neurales en el cerebro adulto

Las CMN que residen dentro de la ZSV y SGZ presentan caracteristicas
similares. En la ZSV, existen tres poblaciones de precursores que se encuentran
adosadas a una capa de células ependimales que recubren la pared de los
ventriculos cerebrales y estan en contacto con el liquido cefalorraquideo (Fig. 2)
(revisado por Miller y Gauthier-Fisher, 2009; revisado por Lin y lacovitti, 2015). Las
CMN llamadas células tipo B son células relativamente quiescentes que expresan
marcadores como la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) de astrocitos. Estas células
B dan lugar a células amplificadoras, llamadas células tipo C, una poblacién que es
GFAP negativa, pero positivas para el receptor del factor de crecimiento epidérmico

(EGFr) y el factor de transcripcién DIx2.



La tercera poblacion corresponde a los neuroblastos, llamadas células tipo A
gue expresan marcadores de neuronas nuevas como Doblecortina (DCX) y forma

polisialilada la molécula de adhesion de células neurales (PSA-NCAM).

ZSV

Astrocito Neuroblasto
(Tipo A)

Célula ependimal

- Liquido

Capilar sanguineo cefalorraquideo (LCR)

Célula madre
(Tipo B)

» Célula microglial

Progenitor Neural
(Tipo C)

Figura 2. Nicho neurogénico de la zona subventricular (ZSV). (Tomado y modificado de Lin
y lacovitti, 2015).

En contraste, el nicho de la ZSG tiene una estructura mas laminar y es el nicho
de dos tipos de células madre neurales las cuales expresan el marcador Sox2 (Fig.
3). Una de estas poblaciones se divide con poca frecuencia, expresa GFAP y Sox2,
y tiene un proceso radial que se extiende por la capa de células granulares
adyacente, llamadas CMN radiales 0 progenitores tipo 1. La segunda poblacion se
divide con mucha mas frecuencia, expresan Sox2, pero no GFAP, llamadas CMN

no radiales 6 progenitores tipo 2. Estos precursores Sox2-positivos dan lugar a



neuroblastos que migran dentro de la capa de células granulares adyacente y se
integran en el circuito del hipocampo (Revisado por Miller y Gauthier-Fisher, 2009;

revisado por Lin y lacovitti, 2015).

Z5G

Célula madre de tipo
radial (Tipo 1)

Célula granular
inmadura

Célula granular madura N Nueva célula granular

Progenitor neural (Tipo 2a)

Astrocito Interneurona

Figura 3. Nicho neurogénico de la zona subgranular (ZSG). (Tomado y modificado de Liny
lacovitti, 2015).

Sabiendo la existencia de las CMN en el cerebro adulto con la capacidad de
reemplazar células y sus circuitos correspondientes, tanto en el hipocampo como
en el bulbo olfatorio, permite preguntarse si en condiciones patoldgicas las zonas
neurogénicas podrian responder como mecanismo de reparacion. La condicion

patolégica mas comun asociada al SNC es el accidente cerebro vascular.



1.4 Accidente cerebrovascular

La disminucion repentina del flujo sanguineo por la generacién de un trombo en
un vaso sanguineo del cerebro se conoce como accidente cerebrovascular (ACV).
Los ACV son la segunda causa de mortalidad y la primera causa de discapacidad
a nivel mundial. EI ACV es responsable de por lo menos el 9 % de todas las muertes

a nivel mundial (Donnan, Fisher, Macleod, y Davis, 2008).

La oclusibn de un vaso sanguineo es la causa mas comudn de accidente
cerebrovascular, el cual genera como resultado la pérdida casi inmediata del
suministro de oxigeno (Oz2) y glucosa a las células nerviosas (Lakhan y col., 2009).
La region del cerebro que sufre la pérdida de la irrigacion por consecuencia de la
falta de oxigenacion se denomina zona isquémica, dentro de esta zona, la region en
la que el flujo sanguineo disminuye por debajo del umbral de fallo energético, es el
nacleo del infarto y la penumbra es la regién periférica al nacleo en donde el
suministro de sangre es limitado, pero se conserva el estado energético (Ceulemans
y col.,, 2010; Hossmann, 2006; Hossmann, 2012). En la zona isquémica, la
reduccion de los niveles de Oz y de glucosa conducen a un cese en la produccion
de ATP y en consecuencia de todos los procesos dependientes de esta molécula
(Durukany col., 2007). A corto plazo, los transportadores de iones dependientes de
ATP, como por ejemplo la bomba Na*/K* ATPasa, disminuyen su funcion, lo que se
traduce en una despolarizacion prolongada conocida como despolarizacion andxica

terminal (Hossmann, 2012).



Este evento va seguido de un incremento del flujo de calcio (Ca?*) al interior
celular lo que promueve la liberacion de neurotransmisores. El neurotransmisor
con mayor impacto en este proceso es el glutamato, ya que su liberacién
exacerbada y de larga duracion deteriora la funcion neuronal por excitotoxicidad. El
ingreso masivo de Ca?* en la excitotoxicidad esta seguido por la activaciéon de las
enzimas dependientes de Ca?* (Ceulemansy col., 2010; Lakhan y col., 2009), como
calpainas (Durukan y col., 2007). En una observacion global las consecuencias que
se generan de estos procesos son: la generacion de estrés oxidativo, dafio en la
microvasculatura, muerte celular por necrosis y apoptosis, e iniciacion de la

inflamacion post-isquémica (Hossmann, 2012; Lakhan y col., 2009).

El dafio a los circuitos neuronales generado a consecuencia de la isquemia
durante el desarrollo de la isquemia conduce a severas discapacidades motoras y
sensoriales en los pacientes afectados (Lakhan y col., 2009). En muchos pacientes
puede haber una recuperacion funcional espontanea dentro de los 3 primeros
meses luego de haber ocurrido el ACV. Esta recuperacion motora pudiera estar
asociada a un aumento de la actividad en las conexiones neurales existentes por
una respuesta de plasticidad inducida por el dafio. Adicionalmente es probable que
ocurra un incremento de la neurogénesis en las ZSV y ZSG del cerebro, e induccién
de la migracién de neuroblastos hacia la zona isquémica (Lakhan y col., 2009). Es
de notar que la respuesta neurogénica o la cantidad de neuroblastos generados
probablemente sean insuficientes para restaurar la funcién neural en su totalidad

(Lee y col., 2010).
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Es por ello que la presencia de CMN en el cerebro adulto, plantea la posibilidad
de promover o estimular el proceso de neurogénesis en el individuo para reemplazar
las neuronas lesionadas después de un evento isquémico como terapia
regenerativa. El interés de este trabajo es explorar la funcion neurogénica del
cerebro posterior a una isquemia cerebral, para realizar esto, es necesario el uso
de un modelo experimental que simule algunos eventos tipicos del ACV en

humanos.

El desarrollo de modelos experimentales de isquemia implica la interrupcion
temporal o permanente de la irrigacion de una region particular del cerebro. El
disefio quirargico y la magnitud de la lesion generada busca simular una variedad
de condiciones clinicas asociadas con la isquemia cerebral (Mhairi, 1992). Entre los
modelos experimentales mas utilizados se encuentran los modelos de isquemia
global que son generados por oclusion de las arterias vertebrales (2 vasos), arterias
carétidas (2 vasos), 0 ambos (4 vasos) durante 5-15 minutos para simular la

condicion de oclusion coronaria en humanos (Eklof, 1972; Pulsinelli, 1979).

En este trabajo se utilizara un modelo de desvascularizacion cortical (DC)
desarrollado por Sofroniew y colaboradores en el afio 1983. Este modelo
experimental genera un impacto sobre la funcién cortical mucho menor que los
modelos descritos anteriormente, sin embargo se reconoce su potencial en la

simulacién de eventos isquémicos (Sofroniew y col., 1983).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Modelo de desvascularizacion cortical

A principio de los afios ochenta, Sofroniew y colaboradores estudiaron un
modelo de disfuncion colinérgica en ratas mediante la induccion de dafio cortical
unilateral en la corteza cerebral izquierda, la cual fue generada mediante la
eliminacion de la pia-aracnoides. Este dafio induce la pérdida de los terminales
colinérgicos corticales y la degeneracion retrograda de las proyecciones
colinérgicas de largo alcance que se originan en el nucleo basal de Meynert e
inervan la regién cortical del cerebro (Sofroniew, Pearson, Eckenstein, Cuello, y
Powell, 1983). El nucleo basal de Meynert es un grupo de neuronas en la sustancia
innominada del cerebro anterior basal que tiene proyecciones de largo alcance
hacia la neocorteza. Las neuronas que conforman el nucleo basal son ricas en

acetilcolina y colina acetiltransferasa (ChAT).

Mediante métodos inmunohistoquimicos, y haciendo uso de un anticuerpo
monoclonal anti-ChAT, los investigadores identificaron las neuronas colinérgicas y
reportaron una disminucién del 70% en la actividad de ChAT luego de haber

generado un dafio cortical en la corteza cerebral (Sofroniew y col., 1983).

Posterior a este estudio, luego de saber que en un modelo de dafio cortical
unilateral produce una marcada disminucién en la actividad de ChAT, en el afio
1989 Elliott, Garofalo y Cuello, desarrollaron el mismo modelo de dafio cortical en
ratas maduras. Reportaron que la administracion intracerebro-ventricular (ICV) del
monosialogangliésido GML1 evita la disminucion de la actividad de ChAT ya que

GM1 ejercia una accién “protectora” de las neuronas colinérgicas del cerebro

12



anterior. Adicionalmente los investigadores evaluaron los efectos conductuales a
consecuencia de la lesién cortical. Sugirieron que por efecto de la degeneracion
retrograda de las proyecciones colinérgicas se producen alteraciones somato-
sensoriales, motoras y cambios en comportamientos asociados al aprendizaje y la

memoria (Elliott y col., 1989).

En particular, los investigadores demostraron que la desvascularizacion cortical
unilateral en la neocorteza genera un aumento de la actividad locomotora
espontanea en pruebas de campo abierto con respecto a los animales controles, no
lesionados. Ademas reportaron que el animal lesionado presenta un déficit en la
coordinaciéon motora y una disminucion de la respuesta de retencién de informacion
previamente aprendida en el laberinto acuatico de Morris. La administracion de GM1
(ICV), a pesar de que evita la disminucion de expresion de la enzima ChAT, no
ejerce ningun efecto sobre el déficit de la coordinaciébn motora y no mejora la

retenciéon de la informacién en tareas asociadas a la memoria (Elliott y col., 1989).

2.2 Neurogeénesis en el cerebro adulto humano

La neurogénesis en el cerebro humano se demostré por primera vez en 1998,
con los hallazgos de Eriksson y colaboradores. La evidencia se obtuvo al examinar
tejido cerebral de autopsias de pacientes que habian sido tratados previamente con
Bromodesoxiuridina (BrdU), un nucleotido analogo a la timidina, el cual se incorpora
en el ADN de las células en proliferacién, como un indicador de proliferacion en
células tumorales. Mediante el uso de un anticuerpo anti-BrdU junto con marcadores
especificos para neuronas, como NeuN, calbindina o enolasa, demostraron que las

células doblemente marcadas correspondian a neuronas nuevas que se generan a
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partir de la division de células progenitoras en el giro dentado y zona subventricular
de humanos adultos y que ademas, este proceso neurogénico es una propiedad

conservada a lo largo de toda la vida del individuo (Eriksson y col., 1998).

2.3 Neurogénesis posterior a un dafio

Debido a que la neurogénesis persiste en el cerebro adulto de mamiferos y
puede ser regulada por procesos fisiolégicos y patoldgicos, en el afio 2001 Jin y
colaboradores estudiaron el proceso de neurogénesis en respuesta a una isquemia

cerebral focal generada por oclusion de la arteria cerebral media en ratas adultas.

Mediante la administracion de 5- bromo-2"-desoxiuridina-5"-monofosfato (BrdU)
durante dos dias, evaluaron la neurogénesis a 1, 2 y 3 semanas post-lesion. Los
investigadores reportaron que la isquemia generada produjo un incremento de la
incorporacion de BrdU en las zonas neurogénicas del cerebro; la zona subgranular
del giro dentado y la zona subventricular de los ventriculos laterales. Este
incremento de la proliferacion ocurrio6 de manera bilateral, siendo el hemisferio
ipsilateral mayor que el hemisferio contralateral. Sumado a esta observacion, los
investigadores reportan que las células BrdU+ coexpresan con marcadores de
neuronas inmaduras (doblecortina), pero no expresaron los marcadores de
neuronas maduras (NeuN). Estos resultados sugieren que la neurogénesis inducida
por una isquemia es producto de un proceso adaptativo que contribuye a la

recuperacion después de un accidente cerebrovascular (Jin y col., 2001).
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La arquitectura celular y vascular presente en el nicho neurogénico de la zona
subventricular juega un papel importante en la regulacion de la funcion de las CMN
en el cerebro adulto. Sin embargo, esta regulacion in vivo en respuesta a un

accidente cerebrovascular sigue siendo en gran medida desconocida.

Zhang y colaboradores en el afio 2014 estudiaron la arquitectura de las células
madre neurales y los vasos sanguineos en la zona subventricular de ratones
adultos sometidos a una isquemia cerebral, mediante la oclusion de la arteria
cerebral media. Posterior a la isquemia, los ratones fueron tratados con BrdU con el

fin de evaluar la proliferacién celular post-isquemia.

Los investigadores reportaron que existe un incremento en las células madre
neurales y angiogénesis en la SVZ posterior a la isquemia generada (Zhang y col,

2014)

Tomando en cuenta que la funcién neurogénica representa una respuesta
adaptativa del tejido nervioso, en el presente trabajo se estudiara la neurogénesis
en zonas clasicas del cerebro en respuesta a una isquemia cortical focalizada,
mediante la desvascularizacion superficial de la corteza parietal de ratones
C57BL/6. Bajo un esquema de administracion de BrdU post-lesion, se caracterizara

los tipos celulares en proliferacion.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Estudiar la proliferacion celular en zonas neurogénicas del cerebro luego de

una isquemia focal a consecuencia de una desvascularizacion cortical.

Objetivos especificos:

e Desarrollar un modelo murino de isquemia inducido por desvascularizacion
cortical.

e Determinar el area de lesién cortical mediante violeta de cresilo (tincién de
Nissl).

e Estimar la proliferacion celular post-lesién en zonas neurogénicas y en la

corteza cerebral, mediante la administracion de Bromodesoxiuridina (BrdU).

e Caracterizar fenotipicamente las células que proliferan posterior a la

desvascularizacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones machos de la cepa C57/BL6 de 4 semanas de edad, con
peso entre 20 a 25 gramos, provenientes del bioterio central del IVIC. Los ratones
fueron alimentados ad libitum y mantenidos en condiciones apropiadas de
temperatura y luz, siguiendo los criterios recomendados a nivel institucional por el
Comité de Bioética Animal (COBIANIM) cuidado de los animales de

experimentacion.

4.2 Induccidn de lesion cortical por desvascularizacion cortical en laregién
parietal de ratones C57BL/6

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina 75/7,5
mg/Kg por peso del animal, preparada en solucion salina y administrada por via
intraperitoneal (ip). Una vez demostrada la anestesia, se colocaron en un aparato
estereotaxico de raton. Se realizd una incision interocular de 2 cm en la piel que
recubre el craneo. La fascia y el musculo se retrajeron temporalmente descubriendo

el lado izquierdo del hueso parietal del craneo.

Con un taladro de microcirugia se realizé una
incision en el craneo de 3 x 3 mm a 1 mm
posterior desde bregma y 1 mm lateral desde la
sutura intraparietal (Fig. 4), hasta exponer la

duramadre. Con una pinza se rasgo6 la meninge

Figura. 4 Esquema de aperturade vy se expuso la superficie del cerebro.
la ventana.
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La vasculatura de la pia aracnoides se removi6 utilizando un hisopo con punta
de algodon y papel absorbente. Los animales control, corresponden a un animal
operado, no lesionado (SHAM), los cuales fueron sometidos al mismo procedimiento
quirurgico, pero sin el procedimiento de eliminacion de la meninge y la vasculatura.
Al culminar la cirugia los animales fueron suturados, se les coloc6 una solucion
antiséptica de iodo, gel oftdlmico y se les administré analgésico dipirona (0,5mg/ml)
por via subcutanea. Posteriormente se colocaron bajo una lampara de baja
intensidad y se monitorearon hasta que el animal se recuper6é de la anestesia

(Sofroniew y col., 1983).

4.3 Marcaje del componente proliferativo por administracién intraperitoneal
de BrdU a diferentes tiempos post-lesién

Una vez que los animales (lesionados y controles) se recuperaron de la
anestesia, transcurridas 2h fueron tratados con bromodesoxiuridina (BrdU) por via
intraperitonial. La BrdU se administré en 3 dosis de 50mg/kg, cada dos horas,
siguiendo el esquema de la figura 5. Para determinar la proliferacién, los animales
fueron sacrificados a los dias 1, 4, 7 y 10 post-cirugia, siguiendo el protocolo de

fijacion por perfusion (Fig. 6).
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BrdU BrdU

3 Dosis 3 Dosis
50mg/kg 50mg/kg
C/2h C/2h
DO D1 D4 D7 D10
ol g A MRA WA
n=3 n=3 n=3 n=3
Total de animales operados en un Y g
experimento tipico = 12 Perfusion

Figura 5. Esquema de administracion de BrdU post-cirugia. Protocolo
desarrollado en el laboratorio de patologia celular y molecular, IVIC.

4.4 Fijacion de tejido cerebral por perfusién intracardial con
paraformaldehido al 4% en PB 0.1 M pH 7.4

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina-xilacina para
una dosis de (75-7,5 mg/Kg). Posteriormente se realizé una incisibn medial de la
piel para exponer la caja toracica hasta exponer el corazon, se introdujo una canula
por el ventriculo izquierdo hasta llegar a la arteria aorta ascendente, inmediatamente
se cort0 la auricula derecha. Con ayuda de un bomba peristaltica se comenz6 a
perfundir PBS, a una velocidad no mayor a 8ml/min, a través de la canula para
desangrar por completo animal, inmediatamente se hizo pasar paraformaldehido al
4% en PB 0.1 M pH 7,4 (Fig. 6). Una vez perfundido el animal se realizé la extraccion
del cerebro, el cual fue colocado en paraformaldehido, durante 48 horas a 4°C.
Posteriormente se transfirid a una solucion de sacarosa al 30% en buffer fosfato 0.1

My almacenado a 4°C.
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Riego Riego Solucién Solucién

corporal pulmonar fijadora de lavado
rostral
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corporal
caudal

Figura 6. Esquema de perfusion intracardial, (tomado y modificado:
http://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/2-metodos-fijacion.php)

4.5 Obtencion de secciones flotantes seriadas de 25 um mediante el uso de
un microtomo de desplazamiento lateral

El tejido se secciond haciendo uso de un microtomo de desplazamiento
lateral Leica SM2010R (Leica Biosystem, Alemania). Se generaron cortes
sagitales seriados de 25 um de espesor, tanto del hemisferio lesionado, como
del hemisferio no lesionado. Las secciones fueron colocadas en placas de 96
pozos en solucion de criopreservacion (25 % buffer fosfato 0,2M + 25% glicerol
+ 30 % etilenglicol + 20% H204) y refrigeradas a -20°C, para su posterior examen

inmunohistologico.

4.6 Determinacion del volumen de lesion cortical mediante la tincion
histoquimica con violeta de cresilo (tincion de Nissl)

El violeta de cresilo es un colorante, que tifie el nucleo celular y el reticulo
endoplasmatico rugoso (sustancia de Nissl) y se emplea para las tinciones
generales del sistema nervioso. Mediante el uso de esta tincion histoquimica se

puede evidenciar la citoarquitectura que describe la organizacion de los somas
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neuronales en regiones del cerebro, lo que nos permite observar con facilidad la

zona lesionada.

Se seleccionaron 4 secciones sagitales, separadas cada 100 uym a 1mm de la
linea media, para el hemisferio lesionado y el no lesionado (Fig. 7). Este muestreo
se realiz6 para cada dia post-lesion. Las secciones fueron tefiidas con una solucion
0,1% de violeta de cresilo y montadas para su observacion al microscopio de luz
(Coté y Cuello, 1993). De cada corte ya tefiido se obtuvieron imagenes digitales que
permitieron con ayuda de un programa de procesamiento de imagenes la estimacion
del area de lesion, y posteriormente, considerando la separacién entre cada corte,
se estimo el volumen de la lesion a los diferentes dias post-lesion. Esta variable

permite observar la progresion de la lesion en el tiempo post-cirugia.

Figura 7. Esquema de muestreo de secciones sagitales de cerebro paralatincion
de Nissl. Cuatro (4) secciones sagitales, separadas cada 100um, para el hemisferio
lesionado y no lesionado. Esquema desarrollado en el laboratorio de patologia celular y
molecular, IVIC.
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4.7 Determinacion de marcadores celulares y proliferacion mediante
meétodos inmunofluorescentes

4.7.1 Componente proliferativo

Para establecer la proliferacion se determiné la incorporacion del compuesto
BrdU, mediante técnicas inmunofluorescentes, haciendo uso de un anticuerpo
primario monoclonal anti-BrdU (AbD serotec, USA) generado en rata a una
concentracion de 1:400, y un anticuerpo secundario anti-rat Alexa fluor 546, a una
concentracion de 1:200. Se seleccionaron seis (6) cortes sagitales (separados cada
100pum) en ambos hemisferios del cerebro y en al menos tres (3) animales distintos
para cada tiempo experimental. La variable cuantificada fue el nimero de células
BrdU* en cada una de las zonas estudiadas. Se cuantificd la proliferacion celular
post-lesibn por zonas especificas del cerebro: la ZSV y ZSG, ambas zonas
neurogénicas clasicas, el torrente migratorio rostral (TMR) y la corteza cerebral

lesionada (CTZ).

Los resultados fueron reportados cualitativamente mediante imagenes por
zonas del cerebro y de manera cuantitativa mediante graficos donde se describe la

neurogénesis en el tiempo.
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4.7.2 Protocolo de inmunofluorescencia para deteccion de BrdU
Las secciones fueron lavadas con Buffer Fosfato Salino (PBS) para eliminar los
restos del medio de criopreservacion y posteriormente incubadas con 3% peréxido
de hidrégeno en 100% metanol para neutralizar la peroxidasa endégena y retirar los

restos de sangre que pueden generar sefial fluorescente inespecifica.

Posteriormente, el tejido se incubd en HCI 2N a 37°C con el fin de desnaturalizar
el ADN y exponer la BrdU incorporada. Seguido a este paso, fue necesario

neutralizar el acido con Buffer borato a temperatura ambiente.

Antes de incubar el anticuerpo primario, el tejido fue permeabilizado y
bloqueado. En el caso de la permeabilizacién, esta se realiz6 haciendo uso del
detergente Triton X-100 0,1%, para facilitar el acceso de los anticuerpos al interior
del tejido. Por otro lado, el bloqueo consiste en incubar el tejido con una solucion de
proteinas, generalmente albumina sérica bovina (BSA) con el fin de saturar epitopes
inespecificos y aumentar la probabilidad de que el anticuerpo se una sélo a su
verdadero antigeno. Una vez permeabilizado y bloqueado el tejido se procede a
incubar el anticuerpo primario Rat Anti-BrdU (AbD serotec, USA) 1:400 por 48 horas

a 4°C (Fig.8).
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Lavado del tejido . Blanqueo S Incubacion con
3% H;0, en 100% HCI 2N a 37°C
(PBS) Metanol
W
Bloqueo
i6 P bilizacié
Irécuu;?:rt:éc;nr;t?)n S . érmea ilizacién S 1% BSA + 2%
Triton X-100en PBS Normal Serum por
1h
NG
Incubacion de Lavado del Incubacién del
Anticuerpo primario anticuerpo primario Anticuerpo
en solucién de bloqueo [~ 0.2 %Tween 20 en > secundario
por dos noches a 4°C PBS en PBS por 1h
N
Incubacion .| Montaje de los
Con DAPI cortes

Figura 8. Esquema resumen de protocolo de inmunofluorescencia para detecciéon de
BrdU. Protocolo desarrollado en el laboratorio de patologia celular y molecular.

Una vez pasada las dos noches de incubacion, el anticuerpo primario se lavo
con un detergente, en este caso, tween 20 0,2% y se procede a incubar el
anticuerpo secundario Anti-Rat Alexa fluor 546 1:200 por 2 horas. Por ultimo, las
secciones son incubadas con DAPI, con el fin de marcar nucleos de las células en
el tejido. En cada experimento de inmunofluorescencia se incluyen animales
controles (no lesionados), lesionados y controles negativos, los cuales

corresponden a secciones en ausencia de anticuerpo primario.
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4.7.3 Caracterizacion fenotipica de Células en proliferaciéon
La caracterizacion fenotipica de las poblaciones celulares en proliferacion se
determind mediante la coexpresion de BrdU junto a los marcadores (Tabla 1)
especificos que caracterizan cada estadio de la diferenciacion neural; proteina acida
fibrilar glial (GFAP) y nestina para progenitores neurales, doblecortina (DCX) para
neuroblastos y proteina nuclear neuronal (NeuN) para el reconocimiento de

neuronas maduras (Fig. 9).

Las secciones de cerebros, fueron tratadas siguiendo el protocolo de
inmunofluorescencia descrito anteriormente (Fig. 8). Los resultados seran
reportados de manera cuantitativa mediante la identificacién de células doblemente

marcadas por region del cerebro.

et

Célula madre neural Progenitor neural Neuroblasto Neurona madura
Célula tipo B Célula tipo C Célula tipo A
GFAP
NESTINA
DCX
NeuN

Figura 9. Esquema de diferenciacion neuronal. Se observan los marcadores especificos
que caracterizan cada estadio de diferenciacion. (Kempermann, 2011)
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Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios usados en la caracterizacion
fenotipica de células en proliferacion.

Anticuerpo primario Anticuerpo

secundario

Polyclonal Rabbit Anti- Anti-Rabbit
GFAP DaKoCytomation© = Alexa Fluor 488

Monoclonal Mouse Anti- Anti- Mouse
Nestina Millipore© Alexa Fluor 594

Polyclonal Guinea pig Anti-  Anti-Ginea pig
Doublecortin Millipore© = Alexa Fluor 594

Monoclonal Mouse Anti- Anti-Mouse
NeuN Millipore© Alexa Fluor 488

Concentracion

1:500

1:500

1:300

1:500

Proteina diana

Proteina acidica fibrilar glial

Proteina de neurofilamentos

Proteina de migracién neuronal

Proteina nuclear neuronal

Marcador

Astrocitos / Célula
madre tipo B
Progenitor neural

Neuroblastos

Neuronas

4.8 Observacion y cuantificacion mediante microscopia de fluorescencia

Las inmunotinciones realizadas fueron visualizadas mediante el microscopio de

Fluorescencia, donde se realiz6 la toma de imagenes digitales para la posterior

cuantificacion de células marcadas en las distintas areas del cerebro.
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5. RESULTADOS

5.1 Establecimiento de un modelo murino de desvascularizacion cortical

Durante el desarrollo de este estudio se establecid6 un modelo animal de
isquemia mediante un paradigma de desvascularizacion cortical (Fig. 10). La cirugia
genera una mortalidad méxima de un 15% de la muestra. Una vez que los animales
se recuperaron de la anestesia, la administracién de BrdU permitié determinar la
proliferacion celular en el cerebro ipsilateral y contralateral a los diferentes tiempos
post-cirugia. La administracion del mimético de timidina no afectd la sobrevida de
los animales.

Para la determinacion de los componentes celulares en proliferacién y sus
fenotipos se realizé la perfusion y fijacion del tejido en los tiempos correspondientes,
a los dias 1, 4, 7, y 10, respectivamente. Obteniendo los cerebros fijados para su

posterior corte y andlisis.

4

Figura 10. Desarrollo de modelo murino de desvascularizacion cortical (DC) en
ratones C57BL/6. A. incisién en la piel que recubre el craneo. B. Apertura de la ventana
de 3 x3 mm a1 mm posterior desde bregma y 1 mm lateral desde la sutura interparietal.
C. Retiro de las meninges, con ayuda de una pinza punta fina.
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5.2 Determinacién del volumen de lesién inducida por DC mediante tincién
de Nissl

G
0.4' *kk
Y S
) 0.31
g 3
E/ 024 ° ° oo
S .
= |
S 01 ook
[ ]
0.0 T T T . ; =
1 4 7 10

Tiempo post-lesion (dias)

Figura 11. Determinacidn del volumen de lesién inducida por DC mediante tincién de Nissl. A.
Esquema de un plano sagital de cerebro de raton, orientado en direccion rostrocaudal, para facilitar
la orientacién se sefialan algunas de sus estructuras: BO= bulbo olfatorio, CTZ= corteza parietal, V=
ventriculo, GD= giro dentado, y CBL= cerebelo. B-E. Cortes sagitales de cerebro donde se estima el
volumen de la lesion para cada tiempo experimental (1, 4, 7 y 10). F. Corte sagital correspondiente al
control metodolégico (animal operado, no lesionado). G. Determinacion del volumen de lesiéon. Cada
punto en la gréfica corresponde al promedio del volumen en cuatro cortes por animal, para un total

de 5 animales para cada tiempo experimental.
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Mediante el uso de esta tincibn se pudo observar la citoarquitectura que
describe la organizacion de los somas neuronales en las diferentes regiones del

cerebro, que se encuentra perturbada cuando ocurre la lesion de la corteza cerebral.

El volumen de la lesion aumenta desde el primer dia (Fig. 11-B) hasta el dia 4
(Fig. 11-C) cuando alcanza su valor maximo (Fig. 11-G). Posteriormente al dia 7 se
reduce y alcanza un minimo en el dia 10 (Fig. 11-E). El control (Fig. 11-F) es un
animal al que se le ha practicado la craneotomia, pero no se le removié las
meninges, en consecuencia, este animal no presenta dafio cortical, lo que sugiere

gue es un buen control metodolégico.

Se realiz6é un andlisis de varianza de una via (ANOVA), donde se comparo el
volumen de lesion para cada uno de los tiempos experimentales. Se obtuvo una
deferencia significativa con un valor F [4] = 107,3, p < 0,0001. La desvascularizacién
produce un incremento del volumen de lesion que cambia significativamente en
tiempo. Esta comparacién se realizé con al menos 5 animales por grupo en
experimentos independientes. Adicionalmente en un analisis post ANOVA se
demostré que dia 4 es mayor que 1, 7 y 10 con un valor de p<0.0001 correccion de

Bonferroni, y que el dia 10 es menor que 1, 4 y 7 con un valor de p<0.0001.
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5.3 Estimacion de la proliferacion celular inducida por DC

La incorporacion de BrdU al ADN permite estimar células en proliferacién en
diferentes zonas del cerebro. Se detectaron células BrdU* en zonas neurogénicas
clasicas; la ZSG del giro dentado (Fig. 12) y la ZSV de los ventriculos laterales (Fig.
13). Ademas se observaron células en proliferacion a lo largo del TMR (Fig.14) y en
la CTZ ipsilateral (Fig. 15). La observacion detallada de estas zonas se describe a

continuacion.

5.3.1 Zona subgranular

En la figura 12 se describe la neurogénesis post-lesion en la ZSG ipsilateral
(Fig. 12-B), la contralateral (Fig. 12-C) y la ZSG ipsilateral correspondiente al control
metodoldgico (Fig. 12-D). En cada una de las imagenes se observan células BrdU*
(Rojo) a lo largo de toda la estructura. En cada experimento de inmunohistoquimica
se incluyeron secciones de cada animal incubadas en ausencia de anticuerpo
primario (Fig. 12-E) el cual corresponde al control negativo de Ila

inmunofluorescencia, lo que nos indica que la sefial positiva es real y especifica.

La densidad de células BrdU* se obtuvo luego de contar el nUmero total de
células en un volumen virtual generado por seis (6) cortes sagitales, de un mismo
animal separados entre si 100um. Los valores en las gréficas (Fig. 12-F y G)
representan el promedio + desviacidén estandar, para cada tiempo post-lesién, para
el hemisferio ipsilateral (Fig. 12-F) y el hemisferio contralateral (Fig. 12-G) de por lo

menos tres animales lesionados y controles.
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Figura 12. Neurogénesis post-lesidon en la zona subgranular. A Esquema de la ZSG. B.
ZSG ipsilateral. C. ZSG contralateral. D. Control experimental (animal operado, no
lesionado). E. Control negativo de inmunofluorescencia. F. Grafico de neurogénesis en la
ZSG ipsilateral. G. Grafico de neurogénesis en la ZSG contralateral. La franja negra
corresponde al promedio * la desviacion estandar. Cada punto en las graficas representa

un animal.
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La linea discontinua roja en cada uno de los graficos, corresponde al valor
promedio de células BrdU* en la ZSG de 4 animales control, uno para cada tiempo
experimental. Debido a que estos animales no presentaron diferencias entre si, se

decidi6 reportar un valor unico correspondiente al control.

El fendmeno de neurogénesis en la ZSG fue estudiado mediante tres analisis

de varianza (ANOVA de dos vias), donde se comparo:

® EI curso temporal en Ia ZSGlesionados/ipsi VS ZSGcontroles/ipsi F [3,12] = 1,99, p: 0,15
e Elcurso temporal en la ZSGiesionados/contra VS ZSGcontroles/contra F [3,12] =1,21, p= 0,33

L4 EI curso temporal en Ia ZSGlesionados/ipsi VS ZSGlesionados/contra F [3,12] = 1,921, p: 0,17

La intencion del analisis fue comparar la neurogénesis en la ZSG de animales
lesionados con respecto a la ZSG de animales controles, ya que cualquier diferencia
en la neurogénesis puede ser producto de la lesion generada. En la gréfica
correspondiente a la ZSGecontra (Fig. 12-G) se observa un incremento en el promedio
de células al dia 4 post-lesidn, sin embargo, al realizar el analisis estadistico se

obtuvo que dicho incremento no fue significativo, en comparacién al control.

Ademas se compard la neurogénesis entre hemisferios de los animales
lesionados, comparando la ZSG ipsilateral y contralateral, donde tampoco se

obtuvieron diferencias significativas.
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5.3.2 Zona subventricular

En la figura 13 se ilustra la neurogénesis post-lesion en la ZSV ipsilateral y
contralateral (Fig. 13-B y C) y la ZSV ipsilateral correspondiente al animal control
(Fig. 13-D). La neurogénesis se puede evidenciar mediante la acumulacion de
células BrdU* a lo largo de toda la pared del ventriculo y se extienden dorsalmente
hacia el TMR. Estas células BrdU™* fueron cuantificadas y graficadas en funcion del
tiempo, para el hemisferio ipsilateral (Fig. 13-F) y el hemisferio contralateral (Fig.

13-G).

La neurogénesis en la ZSG se estudi6 mediante tres analisis de varianza

(ANOVA de dos vias), donde se comparo:

L4 EI curso temporal en Ia ZSVlesionados/ipsi VS ZSVcontroles/ipsi F [3,12] :8,72, p=0,0009
L] EI curso temporal en Ia ZSVlesionados/con[ra VS ZSVcomroles/contra F [3,12] :27,25, p=0,0001

o EI curso tempOI‘a| en Ia. ZSVlesionados/ipsi VS ZSVlesionados/comra F [3,12] =39,88, p<0,0001

Se observa que existe un cambio en el curso temporal de la neurogénesis en la
ZSV ipsilateral y contralateral, en comparacion a sus respectivos controles. Dicho
cambio se ve reflejado por un incremento en el promedio de células BrdU™* al dia 4
post-lesién. Ademas, al realizar la comparacion entre hemisferios, se obtuvo que

este incremento es mayor en el hemisferio contralateral.

33



Células ependimales

@ Célula madre (tipo B)
Progenitor basal

@ Neuroblasto

Ipsilateral
Contralateral

Control
Control Negativo

F Zona subventricular ; G Zona subventricular,
150+ 150- Tk
[ ]
+ Xk +
)
© 100+ N % 1004
@ o {
%] [ ]
8 ; 3
R . E )
N} ° [ ) O 50+ Y
®] == - - - - LR il st e~ O _#.__ ____________ s
e L oo
0 T T T T 0 T T T !
1 4 7 10 1 4 7 10
Dias Post-lesion Dias Post-lesion

Figura 13. Neurogénesis post-lesién en la zona subventricular. A Esquema de la ZSV
B. ZSV ipsilateral. C. ZSV contralateral. D. Control experimental (animal operado, no
lesionado). E. Control negativo de inmunofluorescencia. F. Gréfico de neurogénesis en la
ZSV ipsilateral. G. Grafico de neurogénesis en la ZSV contralateral.
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5.3.4 Torrente migratorio rostral

La Figura 14 se evidencia proliferaciéon a lo largo del TMR, tanto en el

hemisferio ipsilateral (Fig. 14-B), como en el contralateral (Fig. 14-C).

La neurogénesis en la ZSG se estudié mediante tres analisis de varianza (ANOVA

de dos vias), donde se comparo:

L] EI curso temporal en Ia TMRlesionados/ipsi VS TMRcontroles/ipsi F [3,12] =15,8, p=0,0001
L4 EI curso temporal en Ia. TMRlesionados/comraVS TMRcomroles/comra F [3,12] :29,24, p=0,0001

e Elcurso temporal en la TMRiesionados/ipsi VS TMRiesionados/contra F [3,12] =19,33; p<0,0001

En los gréficos (Fig. 14-F y G) es notorio un incremento estadisticamente
significativo al dia 4 post-lesion en ambos hemisferios, en comparacion a los
animales control (Fig. 14-D). Al realizar la comparacion entre hemisferios, se
encontré nuevamente que en el hemisferio contralateral existe una diferencia aun

mayor que el hemisferio ipsilateral.

5.3.5 Corteza lesionada

El nimero de células BrdU+ en la corteza ipsilateral (Fig. 15-A) fue elevado con
respecto al control (Fig. 15-C), que a pesar de no haber generado la lesion,
presentan proliferacion celular en la zona donde se hizo la craneotomia. Se realizo
un analisis de varianza (ANOVA de dos vias), donde se comparé el curso temporal
en la CTZesionados/ipsi VS CTZcontrolesfipsi F [3,12] =18,57; p<0,0001, donde se confirma
qgue la proliferacion celular en corteza lesionada es mayor y estadisticamente
significativa que la corteza control. No se realiz6 comparacion con la corteza

contralateral (Fig. 15-B) ya que no se observaron células en proliferacion.
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Figura 14. Proliferacion celular post-lesion en el torrente migratorio rostral. A
Esquema rostrocaudal del TMR B. TMR ipsilateral. C. TMR contralateral. D. Control
experimental (animal operado, no lesionado). E. Control negativo de inmunofluorescencia.
F. Grafico de proliferacion celular en el TMR ipsilateral. G. Grafico de proliferacién celular

en el TMR contralateral.
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Figura 15. Proliferacion celular post-lesion en la corteza lesionada. A. CTZ ipsilateral.
B. CTZ contralateral. C. Control experimental (animal operado, no lesionado). D. Control
negativo de inmunofluorescencia (CTZ lesionada). E. Gréfico de proliferacion celular en la
CTZ ipsilateral.
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5.4 Caracterizacion fenotipica de las células que proliferan posterior ala DC

Una vez establecido el patron de proliferacion inducido por la DC se planted
caracterizar fenotipicamente la respuesta observada al dia 4 post-lesion en las
diferentes zonas estudiadas. Para esto se procedio a determinar el fenotipo de las
células en proliferacion haciendo uso de cada uno de los marcadores de expresion
que describen el proceso de diferenciacion de los progenitores neurales. La
exploracion de esta caracterizacion fenotipica se hizo usando como marcador
primario BrdU y su localizacion con cada uno de los marcadores del linaje neural:
GFAP (Fig. 16), nestina (Fig. 17) y doblecortina (DCX) (Fig. 18) en cada una de las

zonas estudiadas.

Para ilustrar la caracterizacion fenotipica se presentaran tres figuras (16, 17 y
18), una para cada marcador utilizado. En cada una de estas figuras se encontraran
tres imagenes por cada zona estudiada, las dos primeras correspondientes a cada
uno de los marcadores por separado y otra imagen correspondiente la combinacién

de ambos, siendo esta Ultima, la representacion del doble marcaje.

Se define como un doble marcaje a la superposicién espacial de los dos
marcadores de interés, en una zona en particular. En este trabajo se tomd como
criterio de seleccion de una célula doble marcada, Unicamente las células que se

superponen ndcleo con nucleo para ambos marcadores.

La figura 16 corresponde al doble marcaje de BrdU con GFAP; marcador de

CMN o células tipo B.
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Figura 16. Coexpresion de BrdU con GFAP marcador de expresion de CMN. A. BrdU+
en la ZSG B. GFAP+ en la ZSG C. Coexpresion BrdU+/GFAP+ en la ZSG. D. BrdU+ en la
ZSV E. GFAP+ en la ZSV F. BrdU+/GFAP+ en la ZSV G. BrdU+ en el TMR H. GFAP+ en
el TMR I. BrdU+/GFAP+ en el TMR. J. BrdU+ en la CTZ K. GFAP en la CTZ L.
BrdU+/GFAP+ en la CTZ.
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En la Figura 16-A se observan células BrdU* (rojo) a lo largo de toda la
estructura de la ZSG. La Figura 16-B corresponde al marcaje de GFAP (verde) en
la misma zona. La superposicion de estas dos imagenes da como resultado (Fig.
16-C) el doble marcaje (amarillo) que corresponde a células BrdU*/GFAP*. Las
células doblemente positivas corresponden a una célula madre neural en
proliferacion. Este mismo esquema de imagenes se repite para la ZSV, el TMR y la

CTZ ipsilateral.

Es notable la presencia de células BrdU*/GFAP™ en las dos zonas neurogénicas

clasicas (Fig. 16-C y F), La ZSG y ZSV, respectivamente.

En el TMR existe una gran cantidad de células en proliferacion (Fig. 16-G), al
observar el marcaje de GFAP en esta zona se encontr6 una gran densidad de
astrocitos tipicos del cerebro (Fig. 16-H) que dificultaron la visualizacion de células
doblemente marcadas. A pesar de esta condicion fue posible encontrar células
doblemente positivas (Fig. 16-1). El nimero de células BrdU*/GFAP* en el TMR es

escaso en comparacion con las zonas neurogénicas clasicas.

Por otro lado, en la CTZ ipsilateral donde existe una proliferacion celular
significativa (Fig. 16-L) puede evidenciarse que no se observan células BrdU* que

coexpresen con el marcador GFAP.
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Figura 17. Coexpresion de BrdU con Nestina, marcador de expresion de CMN y PN.
A. BrdU+ en la ZSG B. Nestina+ en la ZSG C. BrdU+/Nestina+ en la ZSG. D. BrdU+ en la
ZSV E. Nestina+ en la ZSV F. BrdU+/Nestina+ en la ZSV G. BrdU+ en el TMR H. Nestina+
en el TMR I. BrdU+/Nestina+ en el TMR. J. BrdU+ en la CTZ K. Nestina+ en la CTZ L.
BrdU+/Nestina+ en la CTZ.
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El segundo marcador de expresion utilizado para la caracterizacion fenotipica
fue Nestina (Fig. 17). Se realiz6 la superposicion de BrdU (verde) y Nestina (rojo)
donde se obtuvo las células que coexpresan ambos marcadores BrdU*/Nestina*
(amarillo). Estas células doblemente marcadas corresponden a PN proliferando. Es
notable (Fig. 17 A-1) que existe un 100% de coexpresién en la ZSG, ZSV y el TMR,
a diferencia de la CTZ ipsilateral (Fig. 17 J-L) donde no se observaron células

BrdU*/Nestina®.

El siguiente marcador fenotipico utilizado fue Doblecortina (DCX), proteina de
migracion neuronal (Fig. 18). En la figura se puede evidenciar la presencia de

células BrdU+/DCX+ en cada una de las cuatro zonas estudiadas.

Una vez realizada todas las coexpresiones, se procedié a cuantificar el nUmero
total de células doblemente positivas para cada marcador y se grafico para cada

zona estudiada en ambos hemisferios del cerebro (Figs. 19, 20, 21y 22).
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Figura 18. Coexpresion de BrdU con DCX, marcador de expresion de neuroblastos.
A. BrdU+ en la ZSG B. DCX+ en la ZSG C. BrdU+/DCX+ en la ZSG. D. BrdU+ en la ZSV
E. DCX+ en la ZSV F. BrdU+/DCX+ en la ZSV G. BrdU+ en el TMR H. DCX+ en el TMR 1.
BrdU+/DCX+ en el TMR. J. BrdU+ en la CTZ K. DCX+ en la CTZ L. BrdU+/DCX+ en la
CTZ.
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En la figura 19 se reporta la caracterizacion fenotipica para la ZSG. Para
generar este resultado se conto el numero total de células doblemente positivas en
seis (6) cortes sagitales por animal, para un total de 4 animales. En el grafico (Fig.
19-D) se representa con cada barra el promedio de células doblemente positivas

para cada marcador, en cada uno de los hemisferios del cerebro.
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Figura 19. Caracterizacion fenotipica de células en proliferacién en la ZSG

A. BrdU*/GFAP* B. BrdU*/Nestina* C. BrdU*/DCX* D. Grafico representativo de la
cuantificacion de marcadores en la ZSG ipsilateral y contralateral. E. Esquema de los
marcadores de expresion del linaje neural.
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Se realizé un analisis de varianza (ANOVA de dos vias) para comparar el valor
relativo entre cada marcador en un mismo hemisferio y la diferencia entre cada
hemisferio. Donde se obtuvo que existen diferencias significativas F [3,24]=10,65;
P< 0,0001 entre los distintos marcadores para cada hemisferio por separado,
siendo Nestina el marcador con mayor numero de células que coexpresan con

BrdU, seguido por DCX y por ultimo GFAP.

Al comparar entre hemisferios se encontré que en el contralateral existe mayor
namero de células para cada uno de los marcadores, en comparacion con el

hemisferio ipsilateral con un F [1,24]=12,96; P<0,0001.

El mismo analisis se realiz6 para la ZSV (Fig. 20) y TMR (Fig. 21). En la ZSV se
observaron diferencias entre los fenotipos F [3,24]=7,27; P=0,0001 y nuevamente
existe diferencias entre los hemisferios, siendo el contralateral el hemisferio con un
mayor numero de células, con respecto al ipsilateral F [1,24]= 8,44; P=0,007. Un
resultado similar se obtuvo para el TMR, donde igualmente existen diferencias entre
cada uno de los marcadores F [3,24]= 193,44; P<0,0001 y entre hemisferio F
[1,24]= 690,64; P<0,0001, es notable en el grafico (Fig. 21-D) que para el TMR las

diferencias son mayores que en la ZSG y ZSV.
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Figura 20. Caracterizacion fenotipica de células en proliferacion en la ZSV

A. BrdU*/GFAP* B. BrdU*/Nestina* C. BrdU*/DCX* D. Grafico representativo de la
cuantificacién de marcadores en la ZSV ipsilateral y contralateral. E. Esquema general de los
marcadores de expresion del linaje neural.
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Figura 21. Caracterizacion fenotipica de células en proliferacion en el TMR.

A. BrdU*/GFAP* B. BrdU*/Nestina® C. BrdU*/DCX* D. Gréfico representativo de la
cuantificacién de marcadores en el TMR ipsilateral y contralateral. E. Esquema general de
los marcadores de expresion del linaje neural.

Al realizar la caracterizaciéon fenotipica de las células que proliferan en la
corteza ipsilateral no se encontré coexpresion de células para los marcadores GFAP
y Nestina, Sin embargo si se obtuvo coexpresion de BrdU con DCX, marcador de
neuroblastos. En la figura 22 se ilustra la coexpresion para estos dos marcadores,
donde se observa que del 100% de células en proliferacion encontradas en la zona

isquémica existe por lo menos un 20% de neuroblastos.
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Figura 22. Neuroblastos en la corteza lesionada. A. Coexpresion de BrdU (verde) y DCX
(rojo). B. Grafico representativo de la cuantificacion de células BrdU*/DCX* en la corteza
lesionada.
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6. DISCUSION

La neurogénesis ocurre principalmente en dos regiones discretas del cerebro
adulto, la ZSV de los ventriculos laterales (Altman y Das, 1965; Luskin y col., 1993)
y la ZSG del giro dentado (Kaplany col., 1977; Alvarez-Buylla y col., 2001). En estas
dos zonas se han descrito la presencia de CMN que residen en estructuras
especializadas llamados nichos neurogénicos. Los nichos neurogénicos constituyen
un espacio tridimensional complejo en donde existen interacciones celulares y
sefales microambientales intrinsecas (p.ej. interaccion célula-célula, liberacién local
de neurotransmisores) y extrinsecas (p.ej. factores de crecimiento, aferentes de
sistemas de neurotransmisores, citoquinas, hipoxia) que son fundamentales en la
regulacion de la neurogénesis en condiciones normales, y que son de suma
importancia para la interpretacion y justificacion de los resultados en este modelo

animal de ACV.

La lesion por desvascularizacion cortical unilateral que se practicé en este
modelo induce una pérdida de la laminacién cortical. Esto se traduce en la muerte
celular de diversos grupos neuronales, y ademas la perdida de la inervacion
colinérgica cortical en el hemisferio ipsilateral que provoca una degeneracion
retrograda de las proyecciones colinérgicas de largo alcance que se originan en el
nacleo basal de Meynert, y que inervan la corteza cerebral (Sofroniew y col., 1983).

Debido a esta caracteristica morfofisiolégica le damos importancia a la
regulacion neuroquimica de los nichos neurogénicos. Cuando se genera la lesiéon
por DC en ratones C57BL/6, y se estudia como variable dependiente el proceso de
neurogénesis, medido a través de la deteccion de células BrdU* como un indicador
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de proliferacion, se observa marcaje en la ZSGy ZSV, el TMR y la corteza cerebral

lesionada. Dicha proliferacion celular ocurrié de manera bilateral.

6.1 Neurogénesis post-lesion en zonas neurogénicas clasicas

La neurogénesis en la ZSV mostré un aumento significativo al dia cuatro (4)
post-lesidn, en contraste con la ZSG donde no hubo cambios significativos. A pesar
de que existen similitudes en la composicion celular de cada uno de los nichos en
estas zonas, la diferencia en la neurogénesis puede deberse a que la arquitectura
celular y el microambiente de cada uno de los nichos difiere, siendo el nicho ZSV
mucho mas complejo. Debido a esa complejidad, el nicho esta sujeto a una mayor

regulacion que se ve reflejada en el aumento de la neurogénesis.

En ambos nichos neurogénicos existen células madre de division lenta
(células GFAP*/Nestina*) que dan lugar a células progenitoras, (GFAP-/Nestina*)
estas se dividen rapidamente y generan a los neuroblastos (PSA-NCAM*/DCX*) que
se incorporan a circuitos neuronales en el cerebro adulto (Alvarez-Buylla y Garcia-
Verdugo, 2002; Doetsch, 2003). En los ultimos afios se ha descrito la presencia de
una subpoblacion de células microgliales (IBA-1*) en los nichos neurogénicos de la
ZSGy ZSV, y aunque se desconoce cudl es la interaccion de estas células con los
componentes de nicho, se propone que la microglia ejerce un papel importante en
el proceso de neurogénesis en condiciones patoldgicas (Ekdahl y col., 2009; Molina-
Holgado y Molina-Holgado,2010; Russo y col., 2011; Sierra y col., 2010) ya que la
células microgliales posiblemente estén involucradas en el desarrollo de la

estructura y funcién de las espinas dendriticas y el ambiente perisinaptico, ambas
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funciones importantes para que una neurona nueva desarrolle conexiones

apropiadas en el cerebro adulto (Ekdahl, 2012).

Existe otra caracteristica importante que es comun para ambos nichos, y es la
presencia de una red de capilares sanguineos que se comunican con las CMN en
estos sitios (Codegay col., 2014; Kokovay y col., 2012). Por lo tanto, las CMN tienen
acceso a factores presentes en el torrente sanguineo, incluyendo citoquinas
circulantes, quimiocinas y factores de crecimiento (revisado por, Lin y lacouvitti.,

2015).

Una diferencia importante es que la ZSV (Fig. 2) contiene a lo largo de la pared
del ventriculo multiples células ciliadas, llamadas células ependimales. Dichos cilios
estan en contacto constante con el LCR. Por otro lado, la célula madre tipo B
residente de la ZSV presenta proyecciones que atraviesan la capa de células
ependimales, lo que también le permite estar en contacto con el LCR, por lo que, se
les hace posible censar cualquier cambio que ocurra en el LCR, por ejemplo:
factores de crecimiento (NGF, BDNF), neurotransmisores (acetilcolina, glutamato,
dopamina), citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, INFy y TNFa), concentraciéon de
proteinas (SDF1), y concentracion de Oz y Glucosa (Gross y col., 1996; Lim y col.,
2000; Liu y col., 2002). En contraste a esto, en el nicho de la ZSG (Fig. 3) no existe
ninguna célula que pueda estar en contacto con el ventriculo (Fuentealba y col.,

2012).
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Desde el punto de vista de la interaccion de neurotransmisores en el nicho, se
ha descrito en los Ultimos afos la existencia de células colinérgicas (ChAT*) que
sintetizan y liberan acetilcolina en la ZSV. Esta subpoblacion de células colinérgicas
se encuentran ubicadas en la capa subependimal del ventriculo y presentan una
morfologia diferente a las células colinérgicas residentes del cuerpo estriado (Paez-
Gonzalez y col., 2014). La manipulacion optogenética in vivo de estas neuronas
colinérgicas revel6 que su actividad es necesaria y suficiente para modular la
proliferacion neurogénica en la ZSV, ya que las CMN pueden responder a la
liberaciébn de acetilcolina e incrementar la produccion de neuroblastos. (Paez-
Gonzalez y col.,, 2014). La presencia de células colinérgicas en el nicho
subventricular ejerce un papel importante en la regulacién neurogénesis en el
cerebro adulto y sugiere la posibilidad de modular las capacidades
neuroregenerativas en condiciones de dafio. Sabiendo estas diferencias, se puede
decir que la ZSV presenta una mayor sensibilidad a los cambios fisiolégicos y
neuroquimicos que se traducen en un aumento en la neurogénesis, en comparacion

con la ZSG.

6.2 Proliferaciéon en el TMR

Otra observacion importante en nuestro estudio fue encontrar una alta
proliferacion celular a lo largo de todo el TMR (Fig.14) en ambos hemisferios del
cerebro. Esta cantidad de células en el TMR se debe a que en condiciones
normales, los neuroblastos que son generados en la ZSV migran a lo largo del TMR

y terminan en el BO, donde se diferencian en varios tipos de interneuronas
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especializadas para funciones olfatorias (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002;

Doetsch, 2003).

6.3 Neurogénesis contralateral

Trabajos previos han reportado neurogénesis bilateral posterior a una isquemia
cerebral. Spiegler y colaboradores en el afio 2007 luego de generar una isquemia
global en cerebro de ratas adultas, mediante la electrocoagulacion de la arteria
cerebral media y la oclusion temporal de la arteria carotida, obtuvieron un aumento
significativo de la neurogénesis en la ZSV y ZSG con respecto al animal control no
lesionadao (naive). Sumado a este resultado, encontraron que dicha neurogénesis
ocurria de forma bilateral, siendo la neurogénesis ipsilateral mayor que la
neurogénesis contralateral (Spiegler y col., 2007). Nuestros resultados difieren a los
de este trabajo, ya que si bien encontramos que el fendmeno de neurogénesis post-
lesion es bilateral, la deferencia es que nosotros hemos encontrado que el
hemisferio contralateral presenta una mayor neurogénesis con respecto al
hemisferio ipsilateral.

Este resultado puede deberse a la fisiologia de nuestra lesion. La lesiéon por
desvascularizacion cortical es una lesién focal y restringida a una zona especifica
del cerebro. Se sabe que a consecuencia de ella, se genera toda la cascada
isquémica tipica de una lesién cerebral, y sumado a esto, induce la pérdida de los
terminales colinérgicos corticales en el hemisferio ipsilateral y la degeneracion
retrograda de las proyecciones colinérgicas de largo alcance que se originan en el

nacleo basal de Meynert. Dicha degeneracion ocurre solo en el hemisferio
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ipsilateral, por lo que el contralateral se mantiene saludable (Fig. 23) (Sofroniew y
col., 1983).

Esta Gltima caracteristica puede ser muy importante para la explicacion de este
resultado, ya que se sabe que la regulacion de la neurogénesis es mediada en gran
parte por neurotransmisores. En este caso en particular, la acetilcolina es de suma
importancia, ya que se sabe que las CMN de la ZSV responden localmente al
aumento en la concentracién acetilcolina, y que esa respuesta se ve reflejada en un
aumento en la produccion de neuroblastos (Péez-Gonzalez y col., 2014) y
posiblemente al estar deprimido el sistema colinérgico ipsilateral, la neurogénesis
en dicho hemisferio se ve disminuida, con respecto al hemisferio contralateral que
conserva sano su sistema colinérgico y se observa una neurogénesis aumentada.

Estudios previos han reportado que la pérdida de las neuronas colinérgicas en el
cerebro adulto conduce a una reduccion en la proliferacién celular en la ZSG del

giro dentado. (Mohapel y col., 2005; Van Kampen y Eckman, 2010).

a _ b e

Figura 23. Dafio colinérgico en el nucleo basal de meynert producto de la
desvascularizacién cortical. Inmunohistoquimica de ChAT a) Neurona colinérgica
sana en hemisferio contralateral. b) Neurona colinérgica atrofiada en el hemisferio
ipsilateral. Tomado de Sofroniew y Col., 1983.
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Por otro lado, un estudio donde fue manipulada farmacoldogicamente la
sefalizacion mediada por acetilcolina, revelaron que la activacion de los receptores
muscarinicos M1 conduce a un aumento en la proliferacion de la ZSG, mientras que
la activacion de los receptores nicotinicos tuvo un efecto inverso (Van Kampen y

Eckman, 2010).

6.4 Corteza ipsilateral

El principal propésito de este trabajo fue conocer como es el proceso de
neurogénesis en condiciones de dafio, ya que las CMN podrian ofrecer una
potencial alternativa terapéutica ante un ACV. Dicha alternativa seria promover la
recuperacion del tejido nervioso mediante mecanismos propios que promuevan el
reemplazo de las neuronas afectadas. Por esta razon, en nuestro trabajo hizo
seguimiento a los cambios ocurridos en la corteza lesionada. Hemos encontrado
tres observaciones importantes: la disminucién del volumen de lesién, células en

proliferacion en la zona lesionada y la presencia de nuevos neuroblastos.

6.4.1 Disminucién del volumen lesion

Es conocido que luego de una lesion cerebral ocurren multiples procesos
degenerativos que conllevan a la muerte celular en la zona donde ocurrié el dafio.
En nuestro trabajo hemos medido el volumen del dafio en el tiempo, con ayuda de
la tincion histoquimica de Nissl, el cual permitio la visualizaciéon de la zona dafiada.
Se reporté una importante disminucion del volumen de la lesién al dia 10 post-lesiéon
(Fig.11). Dicha observacion genera la interrogante de qué podria estar pasando en

la zona de dafio que provoca tal disminucién de la lesion.
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Una respuesta intuitiva seria que la disminucion del volumen del dafio se deba
a la fibrosis tisular o cicatrizacién como ocurre en la mayoria de los 6rganos del
cuerpo. Con respecto a este proceso el SNC es especial, ya que las células
fibrogénicas se limitan al plexo vascular y a los nichos meningeos y estan separadas
por la barrera hematoencefélica (BHE), sin embargo, la alteracion de la BHE y el
proceso inflamatorio post-lesion provoca un proceso de gliosis (Fig. 24) y la
generacion de una cicatriz glial, esta cicatriz se compone de astrocitos hipertréficos
que sellan el tejido neural en la zona de dafio (Fernandez-Klett y Priller, 2014). Junto
a este proceso de gliosis, ocurre la microgliosis. La microglia es una célula
inmunocompetente residente del SNC, la cual ejerce un papel importante en la

proteccion y restauracion del tejido nervioso en condiciones normales.

Cuando la homeostasis de SNC es alterada por un proceso patoldgico, como
por ejemplo, la isquemia cerebral, las células microgliales alteran su expresion
morfologica, y aumentan su cantidad notablemente en el sitio de la lesion. Este
proceso de activacion microglial es conocido como microgliosis (Davalos y col.,
2005; Nimmerjahn y col., 2005; Wake y col. ,2009). En nuestro modelo de
desvascularizacion cortical ocurre el proceso de gliosis (Fig. 24) y microgliosis en el
hemisferio lesionado, dicho fendmeno puede contribuir a la disminucién del volumen

de la lesion, mediante la formacién de una cicatriz glial.
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Figura 24. Gliosis a consecuencia de la desvascularizacion cortical.
Inmunofluorescencia de GFAP en corte coronal de cerebro lesionado por
desvascularizacién cortical. Resultado de estudios preliminares de DC, Laboratorio de
Patologia Celular y Molecular.

6.4.2 Proliferacién celular

La segunda observacién importante encontrada en la corteza lesionada fue
la presencia de una gran cantidad de células en proliferacién (BrdU+) en zonas
adyacentes a la lesion (Fig. 15). Nuevamente se crea la interrogante de qué tipo
celular esta proliferando en la zona de dafio, ¢Es una respuesta local? o ¢son
células nuevas que migraron desde las zonas neurogénicas hacia el sitio de la
lesion?

Es bien sabido la presencia de un proceso de microgliosis en la zona de dafio,
estudios previos han reportado que la microglia residente en el cerebro pasa por un

proceso de activacion y proliferacion posterior a una isquemia cerebral (Ponomarev
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y col., 2005; Bianco y col., 2006; Denes y col., 2007; Liy col., 2013), por esta razon,
es posible que la proliferacion encontrada en la corteza lesionada, sea producto en
parte de células microgliales en proliferacion, y de ser asi, corresponderia a una

respuesta local.

6.4.3 Nuevos neuroblastos en corteza lesionada
Al realizar la caracterizacion fenotipica de las células en proliferacion, nos
encontramos con que existen células BrdU* en la corteza que coexpresan con el
marcador DCX (Fig. 22). Esto nos dice que existen nuevos neuroblastos que
posiblemente migraron desde las zonas neurogénicas hasta la zona de lesion
intentando regenerarla.

El proceso de migracion de neuroblatos hasta la zona de lesion es posible, ya
gue se conoce que la quimiocina derivada de células estromales SDF-1, también
conocida como CXCL12, es una quimiocina inducible que regula varios procesos
fisiol6gicos y patolégicos en el SNC a través de la interaccion con los receptores de
guimiocina CXCR4. Amplia evidencia apoya la idea de que la sefializacion mediada
por SDF-1/CXCR4 desempefia un papel importante después de la isquemia
cerebral, tanto en la direccion de la migracion de neuroblastos a la zona de lesién,
como en el aumento de la neovascularizacion del tejido dafiado (Li y Ransohoff,
2008).

Liy colaboradores en el 2008 realizaron un modelo murino de isquemia focal y
estudiaron la proliferaciéon celular mediante la administracién de BrdU. Aunado a
esto los investigadores estimularon con SDF-1 para estudiar la posible migracion de

neuroblastos a la zona isquémica. Ellos demuestran la presencia de neuroblastos
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mediante el doble marcaje de células BrdU*/ DCX* en la corteza ipsilateral a los
catorce (14) dias post-lesion. De igual manera realizaron el doble marcaje de DCX
con CXCR4. Las células que coexpresan ambos marcadores sugieren que la
migracion de nuevos neuroblastos fue producto la sefializacion de SDF-1 (Liy col.,
2008)

El conjunto de resultados expuestos en este trabajo son evidencia de la
importancia del proceso de neurogénesis en el cerebro adulto, especialmente en
condiciones patologicas. Si bien esta respuesta neurogénica es insuficiente para
restaurar la funcién neural en su totalidad, su estudio abre una ventana de
posibilidades que permite ampliar conocimientos acerca de su regulacion y
potencialmente contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a

mejorar la regeneracion del SNC.
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7. CONCLUSIONES

El modelo experimental de isquemia focal por DC simula procesos
caracteristicos del ACV que permiten evaluar la respuesta adaptativa del
proceso de la neurogénesis.

La isquemia focal por DC induce un incremento de la neurogénesis en las
regiones tipicas y no tipicas en un curso temporal caracteristico. Este
fenémeno sugiere una modulacion diferencial para cada region.

La caracterizacion fenotipica de las células en proliferacion indica la
generacion de nuevas neuronas que podrian potencialmente incorporarse a
circuitos neuronales funcionales.

La DC es una lesion transitoria que demuestra una respuesta plastica de los
elementos celulares que conforman la arquitectura de la corteza cerebral.
Esta respuesta se evidencia con la disminucién del volumen de lesion cortical
al dia 10 post-lesion.

Se demuestra la presencia de neuroblastos en la corteza lesionada, lo que
sugiere su posible migracién desde las zonas neurogénicas hacia la zona de

dafio o la presencia de progenitores neurales latentes en la corteza cerebral.
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