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RESUMEN

El proceso inflamatorio que se desata después de un evento isquémico se ha asociado al
incremento del dafio en el tejido neural; sin embargo, en los ultimos afios se ha
observado que también participa en mecanismos de proteccion y restauracion del tejido
lesionado a través de su estimulacion con péptidos neurales modificados como el
copolimero-1 también llamado Cop-1.

Cop-1, es un péptido que ha evidenciado ejercer neuroproteccion e inducir la
neurogénesis en el modelo de isquemia cerebral, pero poco se sabe acerca de su
mecanismo y el efecto que ejerce sobre los plexos coroideos, los cuales son una interfaz
gue media la comunicacion entre el sistema inmune y el sistema nervioso central en la
cual se regulan procesos fisioldgicos como la neurogénesis. Es por ello que se investigd
cual es el efecto que tiene la inmunizacion con Cop-1 sobre los linfocitos y el
microambiente en los plexos coroideos y si éste interviene sobre la neurogénesis después
de un evento isquémico.

Para analizarlo, primero se evalud la neurogénesis en la zona subventricular y zona
subgranular del hipocampo en ratas a 14 dias post isquemia; para ello, se cuantificaron
las células BrdU+/DCX+ utilizando la técnica de inmunofluorescencia; después se evalud
la expresion génica de citocinas (IL-4, IL-10, IL-1B, TNF-a, INF-Y e IL-17) y factores de
crecimiento (BDNF, IGF-1 y NT-3) en los plexos coroideos a través de la técnica PCR-
tiempo real; posteriormente, se cuantificaron los linfocitos presentes en el liquido
cefalorraquideo (LCR) a través de citometria de flujo para finalmente analizar la
correlacion con la neurogénesis.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un incremento significativo de la
neurogénesis en las ratas inmunizadas con Cop-1 en los dos sitios evaluados, una mayor
expresion génica significativa de los factores de crecimiento e IL-10; ademds, un aumento
significativo de los linfocitos T CD8+ en el LCR; mostrando una correlacion importante

con la expresion de factores de crecimiento y éstos con la neurogénesis.

VIl



ABSTRACT

The inflammatory process that is unleashed after an ischemic event has been associated
with increased damage to the neural tissue; however, in recent years it has been
observed that it also participates in mechanisms of protection and restoration of injured
tissue through its stimulation with modified neural peptides such as copolymer-1 also

called Cop-1.

Cop-1 is a peptide that has been shown to exert neuroprotection and induce
neurogenesis in the cerebral ischemia model, but little is known about its mechanism and
the effect it has on the choroid plexuses, which are an interface that mediates
communication between the immune system and the central nervous system in which
physiological processes such as neurogenesis are regulated. That is the reason we
investigate the effect of immunization with Cop-1 on lymphocytes and the
microenvironment in the choroid plexuses and it’s intervention on neurogenesis after an

ischemic event.

To analyze it, neurogenesis was first evaluated in the subventricular and subgranular
areas of the hippocampus in rats at 14 days post-ischemia; for this, the BrdU + / DCX +

cells were quantified using the immunofluorescence technique; then the cytokine gene

expression (IL-4, IL-10, IL-1B, TNF-a, INF-Y and IL-17) and growth factors (BDNF, IGF-1

and NT-3) were evaluated in the choroid plexuses through the real-time PCR technique;
subsequently, lymphocytes present in cerebrospinal fluid (CSF) were quantified through

flow cytometry to finally analyze the correlation with neurogenesis.

The results obtained in this work show a significant increase in neurogenesis in rats
immunized with Cop-1 at the two sites evaluated, a greater significant gene expression
of growth factors and IL-10, and also a significant increase in lymphocytes T CD8 + in the
CSF; which showed an important correlation with the expression of growth factors and

these with neurogenesis.
VI
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad Vascular Cerebral

La enfermedad vascular cerebral (EVC) se refiere a todos los trastornos que pueden
afectar la irrigacion total o de alguna parte del cerebro ya sea de manera transitoria o
permanente (1). Muchas de estas enfermedades pueden ser asintomaticas o subclinicas
0 aparecer de manera subita en forma de accidente cerebro vascular (ACV) también
llamado ictus (stroke en inglés). Propiamente dicho, el ACV hace referencia a cuando el
suministro de sangre se interrumpe repentinamente o cuando un vaso sanguineo en el

cerebro se rompe (2)

La EVC esta considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un grave
problema de salud publica, ya que estd valorada como una de las tres principales causas
de muerte que impactan principalmente a paises de bajos ingresos y como unas de las

principales causas de discapacidad que puede ser prevenible (3)

Las manifestaciones clinicas de la EVC son muy diversas ya que dependen de la zona y
severidad de la lesion, sin embargo, un porcentaje alto de pacientes presentan
deficiencias cognitivas (pérdida de atencion y/o memoria) y motoras (4) que en la
mayoria de los casos provocan algun nivel de discapacidad lo cual se asocia una
disminucién de la calidad de vida del paciente y un alto costo para su familia y para el

Estado (5).



1.1.2 Epidemiologia

El incremento en la mortalidad por EVC a nivel mundial en los ultimos afios ha sido
notorio, en 1990 se registraron 4.31 millones de decesos y en el 2016 5.53 millones
(Fig.1), de entre ellos el 61% se presentd en personas mayores de 70 afios y el 31.4% en

personas de 50 a 60 afios (6).

En el 2016, la OMS clasificé al EVC como la segunda causa de muerte luego de registrar
una tasa bruta de 77 personas por cada 100,000 habitantes(7). Actualmente el 80% de
las muertes de origen vascular (cardio y cerebro vascular) se presentan en paises de
ingresos medios y bajos. (3); y son responsables del 66.5 % de las discapacidades que se

presentan a nivel mundial (8).

En las Ultimas décadas la OMS ha impulsado programas que estimulan el compromiso
mundial de reducir la incidencia y prevalencia de enfermedades no transmisible dentro
de las que se encuentra la EVC; su plan de accion comprende los afios del 2013-2020 en
el que se busca controlar y reducir factores de riesgo como la hipertension, diabetes

mellitus, tabaquismo, obesidad, etc. (9).



Numero de muertes anuales por Enfermedad Vascular Cerebral
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Fig.1. NUmero de muertes causadas por Enfermedad Vascular Cerebral clasificadas por edad. Imagen obtenida y
modificada de https://ourworldindata.org/causes-of-death#stroke

En México, en el periodo que comprende del afio 1990 al 2016 la cantidad de muertes
ocasionadas por EVC se ha incrementado hasta en un 34.28% en personas mayores de
70 aflos y en un 35.19% en personas de 50 a 69 afios; en el rango de personas de entre
15 a 49 afios las cifras también se han incrementado en un 19.15% (6) (Fig.2) a pesar de

los esfuerzos realizados a través de los programas de salud del gobierno federal.


https://ourworldindata.org/causes-of-death#stroke

Numero de muertes anuales por Enfermedad Vascular Cerebral
en México

25,000

20,000 ——— 70+ afios
15,000
10,000
50-69 afios
5,000

Source: IHME, Global Burden of Disease (GBD) CC BY-SA

Fig.2 Namero de muertes por EVC en México mostrado por grupos de edad. Imagen obtenida y modificada de
https://ourworldindata.org/causes-of-death#stroke

Actualmente en México, la EVC ocupa el cuarto lugar de causas de muerte en personas
de 50 a 70 afios, y conforme avanza la edad el numero de incidencias aumenta

posicionandola en el tercer lugar (Tabla 1) (10).

Decesos causados por Enfermedad Vascular Cerebral por rango
de edad del 2014-2017 en México

50-54 afios 55-59 afios | 60-64 afios 65-69 afios 70-74 afios 75-79 afios 80 + afios

1,252 1,671 2,124 2,707 3,553 4,562 1,3838

Tabla 1. Muertes por EVC en México del periodo 2014-2017. Datos obtenidos por la OMS. Unidades de conteo:
miles de personas. Datos obtenidos de la pag:http://www.paho.org/data/index.php/es/mnu-
mortalidad/principales-causas-de-muerte.html?showall=&start=1

Aunado a los datos anteriores, se sabe que la EVC tiene un gran impacto socioecondmico

ya que genera gastos hasta de $630,000 pesos anuales tanto de hospitalizacion como
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gastos en terapia dependiendo del grado de discapacidad provocada por el EVC (11);

gastos que afectan a familiares y al Estado.

1.1.3 Etiologia y factores de riesgo del Accidente Cerebro Vascular

Con base en la clasificacion Internacional de enfermedades (ICD-11) emitida por la OMS
(WHO, 2018), la EVC se encuentra dentro de la lista de enfermedades del sistema
nervioso (SN) y se clasifica en: EVC de origen hemorragico, isquémico y de origen

desconocido; de todos los casos el de tipo isquémico se presenta del 85-87%, el

hemorragico del 13-15% vy sélo del 1-2% son de origen desconocido (12).

Dependiendo de la etiologia del ictus isquémico si es de caracter embdlico o
aterotrombatico se subclasifica en: ACV isquémico por ateroesclerosis de arteria grande
extracraneal, ateroesclerosis de arteria grande intracraneal, ACV por oclusiéon embdlica,
ACV por oclusion embodlica en arteria pequefia, ACV isquémico debido a otra causa

conocida y por causas desconocidas (Fig.3) (13).

Hemorragia intracerebral

Hemorragia subaracnoidea

Hemorragia subdural no traumatica
Hemorragia Intracraneal Hemorragia epidural no traumdtica

Hemorragia intracraneal no
especificada

ACV Isquémico por ateroesclerosis de arteria

Ataque isquémico transitorio | 8rande extracraneal

Enfermedad Vascular . . . ACV Isquémico por ateroesclerosis de arteria
Isquemia Cerebral ACV de origen desconocido grande intracraneal
ACV Isquémico cerebral —  ACV Isquémico por oclusién embolica

ACV Isquémico por oclusién por oclusién de arteria
pequefia

Cerebral

ACV isquémico debido a otra causa conocida

L_ ACV Isquémico debido a causas desconocidas

EVC de origen desconocido EVC sin sintomas cerebrales agudos
Fig. 3. Clasificacién de la Enfermedad Cerebrovascular (EVC) segutin la OMS.
Se considera que el ACV isquémico mas comun en el mundo es el causado por
aterosclerosis de arteria grande intracraneal y que usualmente va acompafada por
alteraciones del mismo tipo en las arterias extracraneales (14). Las arterias cerebrales
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medias seguido por las arterias basilares y las carétidas internas son el sitio mas comun

donde se desarrolla la estenosis y/u oclusién tromboembdlica (14),(15).

El principal factor de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis es la hiperlipidemia,
aunado a otros factores de riesgo como la hipertension, diabetes Mellitus, sindrome
metabdlico, fumar y llevar una vida sedentaria (14). Aunque los mecanismos por los que
se inicia la aterosclerosis no son del todo conocidos, se considera que las zonas
endoteliales que estan expuestas a cambios en el flujo sanguineo y al cizallamiento
celular, son las mas susceptibles en presentar lesiones que desencadenan un proceso

inflamatorio acompafiado de la remodelacidn y reparacion endotelial (16).

Las lesiones endoteliales afectan sus uniones estrechas y adelgazan el glucocalix, esto
facilita la internacién de LDL (lipoproteina de baja densidad) que viaja por el torrente
sanguineo y la intima subendotelial; la oxidacion de estos lipidos y la produccién de
radicales libres inducen reclutamiento de leucocitos y la expresion de citocinas pro-

inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1) (16-18).

Los monocitos que arriban y penetran al espacio subendotelial se diferencian en
macrofagos que fagocitan moléculas de colesterol, dando origen a células espumosas
(18). Por otro lado, las condiciones oxidantes y pro-inflamatorias en el endotelio
provocan que las células de musculo liso cambien su fenotipo y produzcan proteinas de
matriz extracelular (19) como coldgeno, elastina y proteoglucanos o bien adquieran

caracteristicas de macrofagos con capacidad fagocitica reducida (16).

La muerte por apoptosis de células espumosas, linfocitos y células de musculo liso
ademas de la acumulacion de LDL, produccion de componentes de matriz, y la
proliferacion de células de musculo liso, provocan una cubierta fibrosa que da origen al
nucleo lipidico o necrdtico de la lesidon también llamado ateroma (16, 19). El crecimiento

del ateroma conlleva a un engrosamiento de la capa intima del endotelio lo que provoca



la reduccién del lumen arterial (20). El cierre parcial o total de la arteria provoca una

isquemia.

El proceso de coagulacién es activado por varias razones, las dos mas importantes son:
la inflamacion que concurre en la placa, y que en ocasiones el ateroma posee bajas
cantidades de colageno; esto facilita que haya lesiones que permiten la activacion de
factores de coagulacién y la consecuente formacion de trombina que conlleva a la
activacion plaquetaria y con ello a la produccion de fibrina formando asi el trombo (16,
20). El trombo puede crecer sobre la placa y llevar a la oclusion o desprenderse y viajar a

una zona distal permitiendo la oclusién embodlica.

1.1.4 Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral.

El ACV de tipo isquémico se origina ya sea por la reduccion de la luz arterial (estenosis) o
por la liberacion de un trombo que queda atrapado en alguna arteria importante en el
cerebro, esta oclusién provoca que haya una hipoperfusion tisular que induce la
activacion de una serie de mecanismos de muerte celular que afectan principalmente a
células del parénquima cerebral; a esta lesidon primaria se le suma una lesion secundaria
provocada por la inflamacion y la generacion de radicales libres (21), mecanismos que se

agravan cuando hay reperfusién (22)

La caida dréstica del suministro de sangre por debajo de 20ml/100g/min en alguna
region arterial del cerebro genera que el tejido circundante no pueda mantener la
viabilidad celular y sufra lesiones irreversibles, a esa regién se le conoce como zona de
infarto isquémico (23). El tamafio del infarto también va a depender de otros factores
como del tiempo que dure la oclusidon, la edad, y la presencia de patologias

concomitantes como la hipertension, diabetes, etc. (24)



Alrededor del infarto se encuentra tejido hipo-perfundido que mantiene niveles del flujo
sanguineo por arriba de 20 ml/100g/min, lo que permite que se mantenga la viabilidad
celular aunque se presenten alteraciones en la actividad eléctrica (23), a ésta zona se le
conoce como penumbra isquémica y esta ligada a los mecanismos de muerte celular que
se desarrollan en la zona de infarto como la excitotoxicidad, estrés oxidativo e
inflamacion (25); se dice que es una regidn en transicion ya que puede convertirse en
una zona infartada si no se llevan a cabo terapias de neuroprotecion o bien, recuperarse
y restaurar sus funciones. Las regiones donde hubo hipo-perfusion moderada que no
conducen a alteraciones funcionales, metabdlicas y tisulares se les conoce como zona de

oligohemia benigna (26).

Una vez que se instaura la isquemia cerebral, se desencadenan eventos bioquimicos que
resultan en alteraciones celulares que conducen a la muerte. Estos eventos en conjunto

reciben el nombre de cascada isquémica.

1.1.4.1 Cascada Isquémica

El cerebro es un tejido que requiere del aporte constante de glucosa y de oxigeno, ya que
posee muy pocas reservan de glucdgeno en los astrocitos (27) y porque utiliza de manera
constante ATP (adenosin trifosfato) para mantener el equilibrio idnico, las sefiales de

neurotransmision sindptica y la generacion del potencial de accién, principalmente (28).

Durante la oclusion, el tejido cerebral que experimenta la ausencia drastica de oxigenoy
glucosa interrumpe la formacién de ATP debido a que se frena la fosforilacion oxidativa,
esto genera disfuncién mitocondrial que conduce a la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) (29) y a la liberacidon y aumento de H* en el medio celular (30). Al mismo
tiempo, los astrocitos utilizan el glucégeno almacenado para proveer energia en forma
de lactato a las neuronas por pocos minutos (27), pero al carecer de oxigeno no se puede

continuar con el metabolismo aerobio, por lo tanto, el cimulo de acido lactico origina



acidosis metabdlica que junto con el aumento de H* crea un ambiente que activa a los
canales idnicos sensibles a acido (ASIC, por sus siglas en inglés acid-sensing ion channels)

(30).

La activacion de ASIC provoca tanto el flujo de Na* al interior de las neuronas (30), como
la salida de K* (31); a la par, la carencia de ATP altera la actividad en las bombas Na*/K* lo
gue contribuye al incremento de estos iones ocasionando la despolarizacién neuronal

(32).

Ademds de la despolarizacion neuronal que provoca la apertura de canales de Ca%
dependientes de voltaje, otros mecanismos intensifican la cantidad de Ca?* intracelular,
como es el caso de la activacién de ASIC, alteracidn de intercambiadores Na*/Ca?* y falla
en las bombas de Ca?* tanto en la mitocondria como en el reticulo endopldsmico (33).
Por otra parte, la despolarizacion anodxica induce la liberacion de neurotransmisores
excitatorios de entre ellos el glutamato, que al ser liberado al espacio sinaptico se une a
sus receptores ionotrépicos que inducen una mayor despolarizacién al permitir la
entrada de Na* con el consecuente incremento de Ca* intracelular lo que conduce a la

liberacién sostenida de glutamato (34) y a la formacion de edema citotoxico. (Fig. 4)

Los altos niveles de Ca?* intracelular activan moléculas como las calpainas, éstas son
proteasas que cortan o perturban moléculas vitales como la fodrina (proteina de
membrana plasmadtica), proteina cinasa C (proteina implicada en mecanismos de
transduccién de sefial), y Factor nuclear kappa B (Factor de trascripcion) que se ha
observado que contribuyen a la expresion de genes de muerte y a la ruptura de las
membranas (35); la fosfolipasa A2, al ser activada por el Ca?* hidroliza lipidos
membranales liberando ac. grasos insaturados, ac. araquidonico e inicia la formacién de

radicales libres provocando lipoperoxidacién de las membranas (36).

Los mecanismos de alteracidon membranal afectan también a las membranas lisosomales

gue al romperse liberan proteasas como la catepsina Ly B las cuales causan degradacion
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de los componentes celulares (36); que en conjunto con el edema ocasionado por la
hiperosmolaridad debida a la acumulacién de iones intracelulares (37), conducen a las

neuronas a muerte por necrosis.

En las zonas hipoperfundidas de la penumbra isquémica en donde las cantidades de
oxigeno y glucosa son insuficientes para conservar el estado funcional de las neuronas,
la excitotixicidad conduce a la muerte por apoptosis (38). Esta se debe principalmente a
la liberacion del citocromo ¢ de las mitocondrias al citoplasma de la célula iniciando la

cascada apoptoética.
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Fig 4. Fisiopatologia de la isquemia cerebral. Imagen tomada y modificada de (39)

Los altos niveles de Ca?*, Na*, los bajos niveles de ATP y la reperfusion estimulan la

produccion de radicales libres, tanto de (RNS) como ROS. En cuanto a las ROS, la mayoria
10



de ellos son de origen mitocondrial (por alteracion en la cadena transportadora de
electrones y la subsecuente liberacién de radicales superdxido O 2); por la actividad de
la xantina oxidasa (enzima que cataliza la conversién de xantina en ac. Urico utilizando O,
gue se convierte en H,0,); por NADPH oxidasa conocida como NOX (enzima que utiliza
NADPH para reducir O, produciendo grandes cantidades de O*?); y la Ciclooxigensa COX
(COX, induce la produccién de prostaglandinas a partir de ac. araquidénico liberando O*

2 a partir de su activacion por la fosfolipasa A) (38, 40). (Fig 5)
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Fig. 5 Vias de produccién de radicales libres y su principales reacciones. Imagen tomada y modificado de (40).

La inactivacion de las enzimas antioxidantes Superéxido dismutasa (SOD) que regula la
concentraciéon de O 2 através de su dismutacion en 0%y H,0,; las peroxidasas (glutation
peroxidasa y peroxirredoxina) que convierten el H,O, en agua a través de una reaccion
de éxido/reduccion y la catalasa que también convierte el H,O, en agua pero a través de

la dismutacién (32) no logran proteger al tejido neural del dafio oxidativo (41).
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Las ROS poseen una alta reactividad sobre muchos tipos de estructuras celulares como
las proteinas que al ser oxidadas provocan su desdoblamiento y cambio conformacional
alterando su funcion bioldgica; los acidos grasos insaturados de las membranas al ser
atacados por ROS provocan su lipoperoxidacion generando grandes dafios en las
membranas; también atacan a las moléculas de DNA originando modificaciones
estructurales tanto en las bases nitrogenadas como en las azlcares provocando su

fragmentacién y promoviendo la muerte celular (42).

En cuanto a las RNS hay dos especies principales, el éxido nitrico (ON) y el peroxinitrito
(ONOO-) (38), el ON se sintetiza a partir de la oxidacién de L-arginina, la enzima que
cataliza la reaccion es la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Fig.6), ésta presenta tres isoformas;
la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), la neuroral (nNOS) y la inducible iNOS; de ellas
las dos primeras son constitutivas y estan reguladas por los niveles de Ca%* intracelular;

la iNOS se expresa de forma inducible y su actividad es independiente del Ca®* (43).

Los niveles altos de Ca?* debido a la despolarizacién causada por la isquemia provocan
un incremento en la produccion de ON por eNOS y nNOS (43). A pesar de que el ON no
es considerado un radical libre es una molécula pro-oxidante debido a su capacidad de
reaccionar con el O % vy H,0, para formar OHe y ONOO-, éste Ultimo se protona

facilmente y se convierte en acido peroxinitroso (ONOOH), el cual es muy citotdxico (38)

(Fig.6)
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Fig 6. Principales reacciones de radicales libres. Imagen tomada y modificada de (32).

Al igual que la citotoxicidad, los radicales libres también median la permeabilidad de la
mitocondria a través de la activacion de la fosfolipasa A2 citosdlica, esto facilita la
liberacion del citocromo ¢ el cual activa la via intrinseca de la apoptosis (44). El
incremento de ON conlleva a la ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE) a través de
la activacion de metaloproteinasas, éstas degradan la matriz extracelular del endotelio
vascular afectando las uniones estrechas; el ONOO- produce la nitracion del DNA esto
provoca la activacién exhaustiva de moléculas de reparacion, que al final conduce a la

muerte celular (43).

1.1.4.2 Inflamacién post isquemia

Los mecanismos patoldgicos que desencadenan la formacién del trombo que da origen
al evento isquémico van acompafiados de alteraciones reoldgicas hipercoagulantes que
provocan dafio endotelial suscitado por factores tisulares, moléculas de adhesion,

citocinas pro-inflamatorias y microparticulas trombdéticas (45).
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Durante la formacion del trombo en el espacio vascular hay cantidades importantes de
trombina, ésta ademas de favorecer la formacion de fibrina actia como quimiocina para
monocitos y neutroéfilos, incrementa la expresion de moléculas de adhesién y activa a los
componentes del complemento C3y C5 (46); activa a las plaguetas provocando que éstas
expresen selectina P y que se les una su ligando P-selectina glucoproteina-1 (PSGL-1) de

los leucocitos.

Estudios in vitro han observado que la presencia de selectina P y de quimiocinas como
CCL5 (RANTES) y CXCL4 (factor plagquetario-4, PF-4) secretadas por plaquetas activadas
por trombina causan una mayor adherencia de monocitos a las células endoteliales en

las paredes de los vasos (47).

Minutos después de la oclusidn se expresan ain mas moléculas de adhesién como las
selectinas P y E, moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y moléculas de adhesién
de células vasculares 1 (VCAM-1); y se producen rapidamente sefiales inflamatorias como
la expresién de IL-1 (46). Como consecuencia de la falta de oxigeno y glucosa, las células
activadas del endotelio producen ROS vy reducen la viabilidad del ON y de su funcién
vasodilatadora provocando una mayor constriccion y aumento de la agregacion

leucocitaria y plaquetaria (48).

Tanto la produccién de ROS como la activacién de la via de las prostaglandinas estimulan
la produccion de metaloproteinasas de matriz (MMP) por las células endoteliales, éstas
son proteasas especializadas en degradar componentes de matriz extracelular (49); las
cuales inician la remodelacion endotelial durante las primeras etapas de la isquemia
buscando la proteccion de la BHE; sin embargo, horas después se ha observado que

participan en la alteracién de su integridad y ruptura (34).

El dafio local es identificado por receptores de patrones de reconocimiento (PRR) que
dan como resultado que los mastocitos liberen histamina, proteasas y TNF; y que los

macroéfagos liberen citocinas pro-inflamatorias (50).
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Si bien esta inflamacioén intravascular establece el escenario para la ruptura de la BHE y
la invasion de leucocitos al tejido isquémico, también se inician procesos inflamatorios

en el parénquima cerebral (46).

La microglia son las células inmunes innatas del Sistema Nervioso Central (SNC), forman
parte del sistema de fagocitos mononucleares (51) y expresan receptores que al ser
estimulados provocan su activacion (52). La microglia se activa minutos después de la

isquemiay presenta un pico maximo a los 2-3 dias y se mantiene por varias semanas (51).

Varios estudios han detectado diversos fenotipos de microglia activada (50); la M1
corresponde a la forma cldsica, en ella sus receptores de reconocimiento son activados
por patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) que pueden ser proteinas de
choque térmico, purinas, peroxirredoxinas o bien puede ser activada por interferdn
gamma (INF-Y), moléculas oxidantes, entre otras; que inducen vias de sefializacion de
caracter pro-infamatorio provocando la produccién de citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-
a, quimiocinas, ON y adquieren capacidad fagocitica, ademas de expresar el complejo
principal de histocompatibilidad tipo I (MHCII) (52, 53), éste tipo de activacion

incrementa el dafio tisular (Fig.7) (54).

La microglia activada alternativamente corresponde al fenotipo M2; su activacién se
realiza a través de IL-4 e IL-13 (55), éste tipo de activacién promueve la reparacién del
tejido neural e inhibe la inflamaciéon ya que produce IL-10, IL-4, IL-13, factor de
crecimiento transformante tipo beta (TGF-B) y factor de crecimiento parecido a la

insulina (IGF-1) (54).
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Fig.7. Alternativas de activacién de la microglia durante la isquemia cerebral. Imagen tomada y modificada de
(56).

Estudios recientes demuestran que la activacion microglial no es homogénea en todo el
tejido dafiado y que el patrén de actividad difiere con el tiempo; (50) Videla vy
colaboradores, mencionan que la microglia M1 aparece durante las primeras h post-
isquemiay M2 empieza a aparecer al final de las 24 h manteniéndose principalmente una
polaridad hacia M1, el fenotipo M2 se hallo principalmente en el nucleo isquémico y M1
en la zona de la penumbra; no obstante, otros autores mencionan que M2 aparece
durante las 12 h post-isquemia y aumenta temporalmente durante los primeros 3 dias 'y
disminuye dias después, en el caso del fenotipo M1 aumenta constantemente hasta los
14dias (Fig.8) (54). En ambos casos el fenotipo M1 permanece por mayor periodo de
tiempo en tejido que no recibe terapias de neuroproteccién provocando mayor dafio

tisular.
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Fig.8 Polarizacién de la microglia a través del tiempo. Imagen tomada y modificada de Kanazawa (54).

En los espacios perivasculares, se encuentran macrofagos y mastocitos, los cuales son
activados por mediadores inflamatorios producidos en el tejido neural lesionado (57); los
mastocitos producen histamina, TNF-a y proteasas; los macrofagos producen citocinas
pro-inflamatorias como IL-1B y TNF-a las cuales contribuyen a incrementar el dafio en la

BHE y promueven la infiltracion de leucocitos (48).

Tanto las citocinas y quimiocinas liberadas en la regién del endotelio vascular lesionado
como las del parénquima cerebral favorecen la extravasacioén leucocitaria. Los neutréfilos
son los primeros leucocitos en infiltrarse, se ha observado su presencia desde 6 h
después de la isquemia en zonas cercanas al tejido afectado alcanzando un pico a los 3

dias (51).

Cuando los neutrdfilos Ilegan al sitio de la lesién, reaccionan casi de inmediato a los
DAMPS, TNF-a e INF-y que se encuentran ampliamente distribuidos alrededor de la zona
perivascular y parénguima cerebral. Esto causa su activacion y su posterior liberacion de
ROS, IL-1B, TNF-a, IL-6, enzimas liticas y quimiocinas como CXCL9 y CXCL10 que influyen
en el reclutamiento de linfocitos (58), esto desencadena una respuesta inflamatoria que

exacerba aun mas la lesion.
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Las quimiocinas liberadas en el sitio de lesiéon también reclutan monocitos los cuales
pueden diferenciarse en funcién del medio isquémico; estos se han encontrado en el
tejido lesionado hasta después de 10 h de haber iniciado la isquemia (49). Los macréfago
reclutados durante la fase aguda se diferencian hacia un fenotipo M1 pro-inflamatorio
(51), provocando que liberen citocinas como INF-Y (52), TNF-a e IL-1B (59) causando
inflamacion y contribuyendo a la muerte celular. No obstante, también se ha demostrado
gue los macréfagos pueden participar en la proteccién y reparacion del tejido isquémico
cuando adquieren un fenotipo M2 y producen citocinas anti-inflamatorias como la IL-10

y TGF-B (51).

Los linfocitos T también infiltran al tejido lesionado, estos se han encontrado desde unas
horas después de la lesion y hasta 30 dias después (60). De los diferentes subtipos, los
linfocitos T Y& son los primeros en llegar al sitio de lesién (61) seguidos por los linfocitos
TCD8", posteriormente Ilegan los linfocitos T CD4" y TNK, quienes llegan después de las
24h de la isquemia, los ultimos son los linfocitos Treg estos se presentan dias después

(62).

Se ha demostrado que las células de infiltracién temprana T Y& son las principales
secretoras de INF-Y, IL-17 e IL-23; estas citocinas contribuyen el incremento de la

inflamacion y del tamafio del infarto (61, 63).
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Fig. 9. Participacion de los linfocitos en la isquemia cerebral. Imagen tomada y modificada de (63).

La expresion del MHCII por varias células en el parénquima cerebral lesionado permite la
presentacion de antigenos a los linfocitos TCD4" ( Fig. 9) (58). Las células TCD4" adquieren
un fenotipo Th1 vy liberan citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-12, TNF-a e INF-Y; las
cuales exacerban la inflamacion y el dafio tisular (58). A nivel experimental, varios
investigadores han demostrado que si se induce un cambio en el fenotipo de Thl a Th2

se evita que se incremente el dafio tisular y se reduce la inflamacién (64).

La activacion de los linfocitos T CD8" conducen a la muerte neural a través de la via
perforina-granzima (63). Las células NK también contribuyen a la lesién produciendo INF-

Y (65).

Los linfocitos T reg. permiten la tolerancia inmune e inducen la supresién de la

inflamacion; en el caso de la isquemia se ha observado que persisten hasta por 30 dias
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después de la oclusion y que poseen una funcion protectora ya que producen citocinas
anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B (58), ademas, suprimen la produccién de la

metaloproteinasa-9 de los neutrdfilos (63).

Recientes estudios han evidenciado que la ruptura de la BHE no es el uUnico sitio de
entrada de leucocitos al parénquima cerebral, también lo son los plexos coroideos, ya
gue estos en condiciones fisioldgicas normales pueden funcionar como un reservorio de
células inmunes como los linfocitos T y actuar rapidamente ante alguna lesién cerebral

(66).

1.1.5 Plexos coroideos

Los plexos coroideos son estructuras localizadas dentro de los ventriculos cerebrales,
estan conformados por una red vascular que es rodeada por tejido conectivo que
constituye el estroma y éste a su vez esta cercado por una mono-capa de células
epiteliales que lo separa del espacio ventricular (Fig. 10) (67); el endotelio vascular posee
fenetraciones que permiten una alta permeabilidad de sustancias que contiene el flujo
sanguineo y que se incorporan al estroma, el epitelio del plexo posee uniones estrechas,
evitando asi el flujo de moléculas vy tipos celulares provenientes de los vasos sanguineos

gue estdn en contacto con la cara apical del estroma (68).

Las células epiteliales poseen una superficie apical (orientada a la zona de los ventriculos)
gue posee una gran cantidad de microvellosidades que incrementan la superfice de
contacto; en su region basolateral que estd proxima al estroma, carecen de vellosidades;
y en las membranas laterales, presentan uniones estrechas en su zona mas apical,
ademads de transportadores, lo que permite que funcionen como una barrera (69), la

llamada barrera hematolicuoral (BHE-LCR) (70).
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Las células epiteliales son las responsables de generar el liquido cefalorraquideo (LCR) a
partir de sangre arterial que penetra a la region del estroma a través de difusién vy
transporte activo (71), el control de este flujo estd regulado por el sistema nervioso
simpatico (72). En éstas células se encuentran una gran cantidad de transportadores y
enzimas que contribuyen a la homeostasis de los nutrientes, a la formacién de una
barrera metabdlica y a la produccion de LCR (Fig. 10), todos ellos acoplados a las

necesidades del parénquima cerebral.
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Fig. 10. Estructura y tipos celulares que se encuentran en los plexos coroideos. Imagen tomada y modificada de
(68).

El epitelio de los plexos coroideos no sélo transporta iones (Ca?*, Na*, K* y CI) (72),
también nutrientes como ac. Ascérbico, glucosa, folato, ac. Retinoico; hormonas (ej.
aldosterona, tiroxina T4, etc) precursores metabdlicos, proteinas (73) (ej. transtiterina,
apolipoproteina D, fibulina, etc ) (74), factores de crecimiento ( ej. TGF-B, factor de
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crecimiento parecido a la insulina-2, IGF-2; Factor de crecimiento vascular endotelial,

VEGF; etc) (73); etc. que seran filtrados o convertidos en moléculas necesarias para
formar el LCR. (Fig. 10).
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Fig 11. Transportadores de iones y moléculas a través del epitelio del plexo coroideo. Imagen tomada 'y

modificada de (73).

El LCR producido por las células epiteliales fluira desde los ventriculos laterales al tercer
ventriculo y de alli al cuarto, finalmente ingresara al espacio subaracnoideo (75) para
poder ingresar al parénquima cerebral a través de los espacios perivasculares y facilitar
el flujo de solutos y moléculas de desecho contenidas en el liquido intesticial que seran

conducidas mayoritariamente al sistema glinfatico para ser desechadas (73, 76).

En cuanto al tipo de células que se encuentran en los plexos coroideos, evidencias
demuestran que este sitio alberga células inmunes que alli residen en condiciones no
patoldgicas como macréfagos (conocidas como células epiplexas de Kolmer), células

dendriticas (CD), células B, granulocitos (77) y linfocitos T CD4" (Fig. 10)(68). No obstante,
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los plexos son un sitio que por sus condiciones estructurales y fisiolégicas permiten el

paso controlado de células inmunes que provienen de la periferia (67).

Actualmente se conoce que en la superficie apical de las células epiteliales se expresan
de manera constitutiva moléculas de adhesién como VCAM, ICAM y P-selectina,
conjuntamente con quimiocinas como CXCL10 y CCL20, estas moléculas pueden facilitar
el asentamiento de leucocitos desde el LCR al epitelio de los plexos coroideos y facilitar

la interaccién con CPAs ante alguna lesion o infeccion del SNC (Fig. 12) (68).
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Fig. 12. Ambiente neuroinmune en el plexo coroideo en condiciones sanas. Imagen tomada y modificada de (78).

En un intento por identificar y comprender la participacién de las células inmunes en los
pexos coroideos en el cerebro sano, Baruch y sus cols. en el 2013 (79) demostraron la
residencia de linfocitos T CD4" especificas para antigenos del SNC y que éstas eran
capaces de producir IL-4 e INF-Y lo que indica la presencia de vigilancia constante de
células Thly Th2 (80), aunque también se ha demostrado que las células T de memoria

de tipo efector que se hallan en el plexo coroideo cambian durante el envejecimiento
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facilitando el deterioro cognitivo (79) lo que indica la participacion de las células inmunes

en procesos distintos a la defensa y proteccion.

En ese mismo sentido, Kipnis y cols en el 2012 (77) observaron que la produccion de IL-4
por parte de los linfocitos T residentes en la periferia del cerebro es necesaria durante
procesos de memoria y aprendizaje, probablemente porque esta IL induce la produccion
de BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro), el cual se sabe que es un factor que

interviene en procesos de memoria y aprendizaje.

En cuanto a la actividad de las células inmunes presentes en los plexos durante procesos
patologicos, Meerker y cols. (67) en un intento por dilucidar los tipos celulares presentes
en el LCR de varias patologias, recopilaron informacién de varias fuentes para evidenciar
gue cada patologia presenta patrones de células inmunes caracteristicas Fig. 13

presumiblemente como resultado de diversas formas en el que el plexo selecciona y

activa las células inmunitarias.

Por otra parte, Kunis y cols. en el mismo afio demostraron que el INF-Y es necesario para

la activacion de células del plexo y necesarias para que se permita el trafico de leucocitos

en un modelo de lesion en la médula espinal (81).
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Fig. 13. Tipo de células inmunes presentes en LCR en diferentes patologfas. Imagen tomada y modificada de(67).
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La funciones especificas de las células inmunes que residen en los plexos coroideos y que
circulan rutinariamente en el LCR no se conocen del todo bien, pero se considera que
estas células pueden proporcionar un microambiente de modulacidn que intervenga en
proceso fisiolégicos como la cognicion (especificamente por linfocitos T) (82),
neurogénesis (77, 83) y que sean los responsables de montar una respuesta inmune
temprana ante cualquier lesién incrementando la expresion de moléculas de adhesion,
reclutando células inmunes de la periferia como monocitos y produciendo factores

neurotroficos que faciliten la sobrevivencia y reparaciéon neural (79).

1.1.5.1 Plexos coroideos en la isquemia cerebral.

A pesar de la poca informacion con la que se cuenta, evidencias han demostrado que los
plexos coroideos son un sitio de trafico de linfocito T después de la isquemia cerebral;
experimentos realizado por el grupo de Llovera en el 2017 (66) demostraron que en el
modelo de obstruccion de la arteria cerebral media (OACM) por 90 min en ratones, 60%
de la infiltracion de linfocitos T se lleva a cabo por esta ruta en el plexo coroideo
ipsilateral, especificamente; y que rapidamente arriban a la periferia del infarto, esto
como consecuencia del incremento de la quimiocina CCR2 en el parénquima cerebral
lesionado; cabe destacar que en uno de sus experimentos bloguearon la circulaciéon de
LCR con la intenciéon de corroborar si esa era la entrada de los linfocitos T,
interesantemente revelaron que no afectaba la cantidad de linfocitos infiltrados,
sugiriendo que los linfocitos T se traslocan preferentemente desde el estroma de los
plexos coroideos al parénquima cerebral y no atravesaban en epitelio para llegar al LCR

(66)

Por otra parte, Pedragosa J. en el 2018 (84) observd en un modelo de OACM transitoria
por 1h que los macrofagos perivasculares, incluyendo los encontrados en los plexos
coroideos al ser activados expresan una mayor cantidad de quimiocinas como spp1, IL-6,

Ccl17y Ccl22 que reclutan principalmente neutroéfilos y que induce la expresion del factor
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de crecimiento vascular endotelial (VEGF) promoviendo la disfuncion neuroldgica en la
fase aguda de la isquemia (84). Muy parecido a los datos anteriores; los resultados
obtenidos por Ge y cols. en el 2017 (85), observaron en el modelo de OACM permanente
un incremento en la expresion de quimiocinas Ccl2, Ccll y Cx3 y también en moléculas
de adhesion como VCAM; ademds de esto mostraron que la administracion de
macrofagos de tipo M2 en el LCR son capaces de infiltrarse al parénquima cerebral vy

promover la recuperacion motora y cognitiva (85).

Los datos anteriores siguieren que los plexos coroideos son una puerta de entrada de
células inmunes en donde no se ha explorado el efecto de inmunomoduladores que
buscan la recuperacién neural después de la isquemia y promover mecanismos como la

neurogénesis.

1.2 Neurogénesis en la etapa adulta.

La neurogénesis es el proceso de formacion de nuevas neuronas funcionales a partir de
células madre/progenitoras neurales (NSC, por sus siglas en inglés Neural Stem Cells),
incluida la proliferacion de NSC enddgenas, la migracion y la diferenciacién hacia
neuronas funcionales maduras (86). En la ultima década se ha demostrado que la
neurogénesis continla hasta la edad adulta y que ocurre toda la vida en dos regiones
bien identificadas; la zona subventricular (ZSV) hallada en los ventriculos laterales vy la

zona subganular (ZSG) del giro dentado del hipocampo (GD) (87).

Los neuroblastos producidos en la ZSV migran hacia el bulbo olfatorio (BO) donde seran
diferenciados en interneuronas y se incorporaran a los circuitos neurales ya establecidos
(88); los neuroblastos producidos en la ZSG desarrollaran dendritas apicales que
alcanzaran la capa molecular y sus proyecciones axonales alcanzan la region CA3 del

hipocampo (Fig. 14) (89).
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Fig.14 Sitios neurogénicos. Imagen tomada y modificada de (90).

1.2.1 Neurogénesis en la ZSV

En la ZSV, las NSC se encuentran debajo de las células ependimales ubicadas en ambos
ventriculos laterales del cerebro, estas células reciben el nombre de células B 1(también
conocidas como células madre neurales radiales de tipo glia) y se caracterizan por poseer
un proceso basal que esta en contacto con los vasos sanguineos y un proceso apical con
un cilio que se asoma a través de las células ependimales para tener contacto con el LCR
de los ventriculos (90), estos cilios permiten tener contacto con factores que modulan la
proliferacion y diferenciacion por ej. en el LCR se encuentra el IGF-2 que regula
directamente la proliferacion de estas células; posteriormente los procesos formar los
tubulos gliales (tallo rostral migratorio) por los que migraran los neuroblastos (Fig. 15)

(91).
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Fig. 15. Distribucion de las células B en la ZSV. Imagen Tomada y modificada de (90).

Las células NSC reciben sefiales tanto de las células ependimales (como noggin vy el
inhibidor de la sefializacion de la proteina morfogenética dsea (BMP), los cuales
permiten su activacion) como de moléculas contenidas en el LCR (90). Las células B1
presentan marcadores parecidos a los astrocitos como la proteina acida glial-fibrilar
(GFAP), el transportador de aspartato de glutamato (GLAST) y la proteina de unién a los
lipidos del cerebro (BLBP), ademads de poseer pies astrocitos y receptores para diferentes
tipos de factores de crecimiento como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) (88), factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) y EGF, que también participan

en la regulacion de la proliferacién, diferenciacion y supervivencia (92).

Las NSC de tipo B1 dan lugar a las células C que se dividen unas cuantas veces antes de

convertirse en neuroblastos (células A) (90). Las células C expresan Ascll y Pax6, estos
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genes participan en la diferenciacion a nuroblastos. Los neuroblastos ya formados
expresan la proteina Doublecotina (DCX) y la molécula de adhesion de células neurales
polisialisada (PSA-NCAM) (Fig. 16), las cuales permiten la migracién de los neuroblastos

de la ZSV al BO (88).

CélulaC
Astrocito B1 Progenitor altamente Célula A
proliferative Meuroblasto

Dlx2* PSA-NCAM*
B-Catenina* Paxb+ DCx*
PDGFRau/B* PDGFRE* TuI1+
EGFR* EGFR* CD24+
FGFR* FGFR* Pax6H-

Fig. 16. Marcadores representativos en cada estadio de proliferacion y diferenciaciéon durante la neurogénesis
en la ZSV. Tomado y modificado de (93).

Los neuroblastos migran a través del tallo rostral migratorio, éste es una red de células
interconectadas que forman una cadena por las que se desplazan las neuronas nuevas,
al llegar a la parte media del BO, los neuroblastos migran hacia la capa granular donde
contindan su diferenciacion en interneuronas GABAérgicas y dopaminérgicas (Fig. 17)

(94).
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1.2.2 Neurogénesis en la ZSG

Las NSC de la ZSG se encuentran ubicadas entre la capa de células granulares internasy
el hilio (90) (Fig.18). Estas células madre son conocidas como células tipo 1, poseen un
soma triangular, pies astrocitos y procesos cortos y horizontales; de manera
caracteristica poseen un proceso apical que se sumerge en la capa molecular del DG; este
tipo de células expresan marcadores para GFAP, nestina, BLBP y Sox2 (factor de

transcripcion que permite la autorrenovacion de células madre) (96).
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Fig.18. Distribucion de las células tipo 1 en la ZSG. Imagen Tomada y modificada de (90).
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Las células tipo 1 dan lugar a las células tipo 2 a 'y 2b (89), las cuales presentan una
morfologia distinta ya que carecen del proceso apical y tienen un nucleo redondo u
ovoide, presentan marcadores como DCX, PSA-NCAM y GFAP; estas se diferencian en
células tipo 3 o células granulares inmaduras, las cuales presentan morfologias variables
aunque la mayoria presentan procesos cortos y las orientaciones cambian de horizontal
a vertical, presentan marcadores como DCX, PSA-NCAM, NeuroD, NeuN y Prox1 (Fig. 19)
(96).

Las células tipo 3 se diferencian en células granulares las cuales envian proyecciones
axonales a la region CA3 del hipocampo (89) las cuales se incorporan a los circuitos

neuronales existentes.
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Fig 19. Marcadores especificos durante las diferentes etapas de la neurogénesis en la ZSG. Tomada y
modificada de (95).
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1.2.3 Regulacion de la neurogénesis

Numerosos factores intrinsecos y extrinsecos afectan los procesos de la neurogénesis
adulta, incluida la proliferacion de las NSC, la determinacion de su destino, la
diferenciacion, migracién y maduracién a neuronas adultas; se dice que hay cinco
moduladores cruciales que regulan la neurogénesis: la transduccion de sefializacion, los
sistemas vasculares y angiogénicos, los factores metabdlicos y la regulacion epigenética

(89).

Dentro de las vias de sefializacidn, la via Wnt juega un papel importante en el desarrollo
neural embrionario y adulto a través de la activacion de la via candnica de la B-catenina
gue induce la expresion de genes de proliferaciéon celular, esta via se ha observado que
estd activada en NSC tanto en la ZSV como en la ZSG en cerebros adultos (97). La via
Notch presenta varios receptores, los cuales al unirse a su ligando regulan la expresion
de genes que participan en la autorrenovacién de las células NSC de las zonas
neurogénicas, el desarrollo de neuritas y el destino especifico de las neuronas nuevas
(98). La sefializacion de Sonic hedgehog (Shh) desempefia un papel crucial en la
diferenciacion neuronal, controla la proliferacién de NSC principalmente en la ZSG del

cerebro adulto (89).

Los factores vasculares son de suma importancia ya que tanto la ZSV como la ZSG estan
halladas de manera colindante con vasos sanguineos, estos les proporcionan a las NSC
moléculas de sefializacién circulante, factores de crecimiento y nutrientes, ademas
también se ha observado que las células endoteliales liberan factores de crecimiento que

estimulan la neurogénesis (89).

Los factores de crecimiento que intervienen en la neurogénesis han sido muy explorados,
los mas destacados son: VEGF, BDNF, IGF-1, FGF2, neurotrofina 3, 4 y 5. (NT-3, NT4/5).

El VEGF, es una proteina angiogénica que se une a su receptor en las células endoteliales

33



para inducir la angiogénesis aunque las NSC también expresan receptores para este

factory se ha observado que induce su proliferacion tanto en la ZSV como en la ZSG (86).

Estudios han demostrado que las NSC expresan receptores TrKB que interactidan
principalmente con el BDNF, éste es producido por una gran variedad de tipos celulares
como: neuronas, células endoteliales, astrocitos y células inmunes; se considera que el
BDNF influye en los procesos de sobrevivencia, maduracion y migracion de las neuronas
de nueva formacion a través de la activacién del factor de transcripcion CREEB, el cual
media la transcripcion de genes esenciales para la sobrevivencia y diferenciacion de

neuronas ( Fig. 20)(99).
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Fig. 20 Patrones de expresion de algunas neurotrofinas. Tomado y modificado de (99).

34



El IGF-1 se produce principalmente en el higado, pero se ha observado que induce la
proliferacion y diferenciacion de las NSC a través de la via MEK / ERK y la sefializacion de
la ruta PI3K / Akt en la SGZ y la SVZ, respectivamente (89), también evita la apoptosis y

facilita la sinaptogénesis (100).

Las neurotrofinas fueron las primeras en identificarse como factores de sobrevivencia de
neuronas en desarrollo aunque ahora se sabe que también participan en la regulacion de
la diferenciacién neuronal, crecimiento axonal y dendritico; y plasticidad sinaptica a
través de la union con sus receptores TrkC (para NT-3 principalmente) y TrkB (para NT-
4/5); Nt-3 es producido por células endoteliales y células inmunes, ademas también se

ha relacionado a procesos de aprendizaje y de memoria (99, 101).

1.2.4. Neurogénesis y Plexos coroideos

Las células NSC se encuentran dentro de nichos especializados, (ZSV y ZSG) que estan
organizados para establecer contacto con el LCR (102). En el caso de las NSC en la ZSV
presentan un cilio que atraviesa la capa de células ependimales para mantener contacto

con él (Fig. 21) (90).

Astrocitos
inmaduros

Neuroblastos

Fig. 21. Estructura de la ZSV colindante con el plexo coroideo. Tomado y modificado de (102).
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El LCR contiene una gran diversidad de factores de crecimiento, péptidos y hormonas
gue pueden promover el mantenimiento de las NSC y su proliferacién; dado que el
epitelio del PC es el que controla lo que fluye a través de él, se considera actualmente

gue dentro de sus funciones esta regular la neurogénesis (103).

El PC secreta factores de crecimiento como BDNF, EVGF, IGF-1 (104) y NT-3 (99), y una
gran variedad de moléculas de sefializacion que influyen en la neurogénesis, algunas de

ellas se muestran en la siguiente tabla.

Moléculas secretadas con potencial influencia sobre la neurogénesis

Cxcll2 20315 Quimiocina (C-X-C), Ligando 12 Quimiocinalactividad factor de crecimiento
Reln 10699 Relina Desarrollo del sistema nervioso
Fgfls 14170 Factor de crecimiento de fibroblasto 15 Actividad de factor de crecimiento
Fgfl8 14172 Factor de crecimiento de fibroblasto 18 Actividad de factor de crecimiento
Gdfs 14563 Factor de crecimiento de diferenciacion 5 Senales/Tgif -Hippo
Pmch 110312 Hormona concentradora de promelanina Sehales de neuropeptido
Sfrp2 20319 Frizzled relacionada con proteina 2 Senales Wnt/BMP
Sppl 20730 Fosfoproteina 1 Senales BMP
Sulfl 240725 Sulfatasa 1 Receptores de sefal Wnt/BMP/FGF
Tgibl 21803  Factor de crecimiento transformante 1 Sefales Tgfp

Senales Tgif
Tgfb2 21808 Factor de crecimiento transformante 2 e

Senales Tei
Tgib3 21802 Factor de crecimiento transformante 3 -

Tabla 2. Factores que intervienen en la neurogénesis hallados en el LCR. Imagen tomada y modificada de (103).

La composicion del LCR se va a determinar por varios factores, ya sea por el tipo de
moléculas que se incorporan del flujo sanguineo a través del estroma, por sefiales que
provengan del parénquima cerebral y por la produccién de moléculas del epitelio del PC

(103).

Varios experimentos han evidenciado que las condiciones fisioldgicas influyen en la
produccion de factores de crecimiento como en los experimentos de Baruch y cols. en el
2013 (105), en donde evidenciaron que durante el envejecimiento hay un incremento de
INF-Y'y que éste provoca una reduccion en la produccion de BDNF e IGF-1 que finalmente

afecta la funcién cognitiva y la neurogénesis.
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Como se ha mencionado, el microambiente en los plexos va a ser determinante para el
desarrollo de la neurogénesis; es por ello de gran importancia evaluar el efecto que
tienen sobre este sitio los farmacos o terapias que busquen inducirla. Al respecto,
actualmente nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la inmunizacién con
péptidos neurales modificados, promueve una respuesta autorreactiva que induce

proteccion al tejido neural y ademads neurogénesis (106, 107).

1.3 Autorreactividad protectora

Tradicionalmente la autorreactividad era considerada como un mecanismo en el que el
reconocimiento de auto-antigenos regularmente conducia al desarrollo de
enfermedades autoinmunes; sin embargo, desde hace ya unas décadas se sabe que en
la respuesta inmunologica donde intervienen células T CD4 *que reconocen auto-
antigenos del SNC, se activa un mecanismo de proteccion, mantenimiento y reparacion
del cuerpo en la salud y la enfermedad (80) a éste mecanismo se le nombro
autorreactividad protectora y actualmente se considera como una respuesta fisiolégica

de nuestro cuerpo a una lesién del SNC.

Bajo este contexto se desarrollaron varios experimentos donde se demostraba que las
células T especificas contra algin componente del SNC son necesarias para ejercer la
neuroproteccién ya sea en lesiones post-traumaticas (108) o en patologias de caracter
inflamatorio (109); y que este tipo de neuroproteccion podia estimularse utilizando
péptidos no encefalitogénicos con el objetivo de potenciar el efecto benéfico, tal es el
caso del Copolimero-1 (Cop-1) que se probd su efecto en modelos como encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) (110), trauma craneoencefalico (111), isquemia cerebral
(106), etc.; y el péptido A-91 probado en lesion de médula espinal (112); el péptido

MOG, evaluado en isquemia cerebral (113), etc.
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Evidencias experimentales, han demostrado que la autorreactividad protectora es capaz
de inducir diversos efectos benéficos (114): a) las células inmunes circulantes (las células
T CD4+) que reconocen antigenos cerebrales participan en la plasticidad del cerebro en
la salud y la enfermedad; b) las células inmunes tienen la habilidad de producir diversos
factores que intervienen en la neuroprotecciéon y neurorestauracién (80); c) las células
inmunes innatas del SNC interactian con la inmunidad adaptativa y esta interaccion
puede promover la neuroproteccion del tejido cerebral (115); d) las células inmunes
pueden pasar al cerebro a través de la barrera hematolicuoral y obtener acceso al
cerebro sano sin entrar en el parénquima (116); e) la carencia de linfocitos T o linfocitos
T autorreactivos reducen la proliferacion de células progenitoras neurales conduciendo
la disminuciéon de nuevas neuronas en el cerebro adulto (117); f) las células T
autorreactivas son indispensables para el desarrollo de habilidades cognitivas incluyendo
la memoria, el aprendizaje espacial y la expresion de genes que codifican proteinas

relacionadas con la actividad presindptica (118).

De acuerdo a las evidencias anteriores, el equipo de Schwartz y cols. en el 2013
plantearon que los plexos coroideos son la zona donde debe existir esa comunicacion
indispensable entre el cerebro y sistema inmune periférico (80), especificamente los
linfocitos T CD4+ autorreactivos; y se ha planteado que es ahi donde debe existir una
poblacion de células bajo un estricto control inmunolégico que permitan mantener la
homeostasis entre el sistema inmune y el SNC para tener un funcionamiento adecuado

del cerebro (105).

En este sentido, Baruch y cols. en el 2013 demostraron que las células T de memoria de
tipo efector que se hallan en el plexo coroideo cambian durante el envejecimiento

facilitando el deterioro cognitivo (105).

Hasta hoy, no se ha descrito detalladamente el mecanismo por el que las célulasinmunes
gue se encuentran en estas zonas en individuos sanos permitan mantener la

homesostasis o induzcan la neuroprotecciéon y/o neurorestauracion; ni como estas
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celulas se modifican durante alguna lesion en el SNC o durante la inmunizacion con algun

péptido neural modificado como Cop-1.

1.3.1 Copolimero-1

El Cop-1, nombrado también acetato de glatiramer o Copaxona es un antagonista del
epitopo 82-100 de la proteina basica de la mielina (PBM), la cual se encuentra
ampliamente dispersa cuando existe alguna lesion en el SNC, este péptido no posee
caracteristicas encefalitogénicas y al competir con la PBM por el sitio de union de
moléculas de MHC tipo Il induce la inhibicién de la produccién de citocinas pro-
inflamatorias y con ello limita el desarrollo de una inflamacion exacerbada después de

una lesion (119).

Cop-1 estd aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de
la esclerosis multiple, funciona como un autoantigeno no encefalitogénico que potencia
la autorreactividad protectora; por lo que ha mostrado la capacidad de reducir la
degeneracidon secundaria en tejido neural y de promover la recuperacién motora en
varios modelos experimentales como trauma craneoencefalico (111), isquemia cerebral

(106), Alzhaimer (120), etc.

El mecanismo de accion sélo se ha descrito para esclerosis multiple y en él se indica que
el copolimero posee una mayor afinidad por moléculas de MHCII que la PBM u otros
péptidos encefalitogénicos como la proteina de oligodendrocito de mielina (MOG),
induce la desviacion del fenotipo Thl a Th2 y Treg a través de la reduccion de la expresién
de INF-Y, TNF-a e IL-12; el cambio de fenotipo induce la producciéon de IL-4, 5, 10, 13, 27
y TGF-B; también hay evidencias que Cop-1 aumenta la frecuencia de células Treg y

provoca la disminucién de IL-17 (Fig. 22) (121).
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Periferia e

Fig. 22. Mecanismo de accién de Cop-1. Imagen tomada y modificada de Prod'homme (121).

La capacidad de inducir la liberacion de citocinas con un fenotipo Th2 (anti-inflamatorio)
le otorga la capacidad neuroprotectora; ademas de que presenta la cualidad de inducir
la liberacién de factores neurotréficos como el BDNF, IGF-I, NT-3 y 4 (Neurotrofinas 3y
4) en modelos como la EAE (122) y esquizofrenia (123); misma que se ha probado en
patologias como la isquemia cerebral focal con reperfusion donde mostré una reduccion
significativa del tamafio del infarto (106) y recientemente nuestro equipo de trabajo
demostré que también induce neurogénesis en la ZSV, ZSG del giro dentado hipocampal

y corteza cerebral en el mismo modelo (107).
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1.3.2 Cop-1Yy la neurogénesis en isquemia cerebral.

Durante los ultimos afios, al buscar alguna alternativa terapéutica para tratar a los
pacientes isquémicos, se propuso explorar la restauracion del tejido lesionado como
posible mecanismo para poder aminorar los efectos dafiinos. Es por ello, que se estudian

métodos para inducir dicha restauracion y uno de ellos es la autorreactividad protectora.

Desde el afio 2007, Ibarra y sus colaboradores demostraron que al utilizar el péptido Cop-
1 como regulador de autorreactividad, se puede evitar el incremento expansivo del area

de infarto (106).

Cop-1, en otros modelos como la EAE (122, 124) y esquizofrenia (123) ya habia
demostrado ser capaz de inducir factores neurotréficos que participan en el desarrollo
de la neurogénesis; al igual que en el modelo de isquemia cerebral, donde se demostré
gue es capaz de incrementar la neurogénesis en la ZSV, ZSG del giro dentado hipocampal
y en la periferia del infarto, junto con el incremento de los factores neurotréficos BDNF

y NT-3 (107).

Al momento, no se conocen los mecanismos por medio de los cuales las células inmunes
presentes en los nichos inmunoldgicos, como los plexos coroideos, participan ya sea
promoviendo la regulacién de moléculas que afecten a las células precursoras de
neuronas, reclutando a otras células que ayuden a mantener el didlogo con las células
del parénquima cerebral implicadas en la neurogénesis o bien, sufriendo modificaciones
através de lainmunizacion con Cop-1y con ello facilitar la neurogénesis y la recuperacion

motora después de la isquemia.
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2. JUSTIFICACION

La isquemia cerebral es un problema de salud que afecta casi al 3% de la poblacion
mundial causando importantes secuelas motoras que en muchas ocasiones originan
invalidez. Durante la Ultima década han sido investigados diversos farmacos con
propiedades neuroprotectorasy neurorestauradoras, sin embargo, hasta el momento los
resultados obtenidos han sido muy limitados y no existen tratamientos satisfactorios que

ayuden a restaurar el dafio neural.

La inmunizacidon con péptidos neurales modificados (activacién de la autoreactividad
protectora) como Cop-1, ha brindado resultados alentadores ya que se basa en la
estimulacién y modulacion de una respuesta propia del organismo que por sus
caracteristicas, ha demostrado ser capaz de incrementar la produccién de factores
neurotroficos facilitando con ello, el desarrollo de la neurogénesis y la posible

restauracion del tejido neural.

Recientemente se ha demostrado que la autorreactividad protectora participa en
procesos fisioldgicos normales y durante el desarrollo de las patologias; por lo que es de
suma importancia entender la comunicacion que existe entre el parénquima cerebral y
los diferentes tipos celulares inmunoldgicos que se hallan en los plexos coroideos. Sin
embargo, a la fecha se sabe muy poco acerca de como se realiza esa comunicacion y

como ésta determina procesos como la neurogénesis.

El presente proyecto, busca contribuir al entendimiento de cémo se realiza la
comunicacion celular entre el sistema inmune vy el sistema nervioso central después de
un evento isquémico y como la inmunizacion con Cop-1 participa en ese proceso; del
mismo modo, esto sera de gran utilidad para el mejor conocimiento de los mecanismos
inmunes participes en la neurogénesis, mismos que podran ser aprovechados para

mejorar la restauracion neural y asi brindar a los paciente una alternativa terapéutica.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

éCuales son los cambios microambientalesy las diferentes estirpes celulares en los plexos

coroideos de animales sometidos a isquemia cerebral focal?

éCuales son los cambios microambientales y su relacién con las diferentes estirpes
celulares en los plexos coroideos en animales con isquemia cerebral focal inmunizados o

no con Cop-17?

éElincremento o la disminucion de alguna de las estirpes celulares correlacionan con el

incremento en la neurogénesis de los animales inmunizados con Cop-17?

éCuadl es el cambio microambiental que correlaciona con el incremento en la

neurogénesis de animales con isquemia cerebral inmunizados con Cop-17?

4. HIPOTESIS

Habrd una correlacion entre la neurogénesis y, los cambios celulares y el microambiente
en el plexo coroideo después de la isquemia cerebral en animales inmunizados con en

Cop-1.
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5. OBJETIVO GENERAL

Correlacionar los cambios microambientales y de estirpes celulares en los plexos

coroideos con la neurogénesis en ratas isquémicas e inmunomoduladas por Cop-1.

5.1 Objetivos particulares

e Evaluar la neurogénesis en la zona subventricular y del giro dentado hipocampal
en ratas sometidas a isquemia sin tratamiento y ratas con isquemia inmunizadas

con Cop-1.

e (Caracterizar y cuantificar el microambiente en los plexos coroideos en ratas con

isquemia cerebral sin tratamiento e inmunizadas con Cop-1.

e Correlacionar los cambios microambientales de los plexos coroideos con la

neurogénesis en ratas sometidas a isquemia e inmunizadas con Cop-1.

e Caracterizar las estirpes celulares en los plexos coroideos en ratas sometidas a

isquemia cerebral sin tratamiento e inmunizadas con Cop-1.

e Correlacionar la caracterizacién celular de los plexos coroideos con la

neurogénesis en ratas con isquemia sin tratamiento e inmunizadas con Cop-1.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio experimental

Se desarrollaron tres experimentos. En el primero se determind el déficit neuroldgico y
la neurogénesis, en el segundo experimento se evaludé el micoambiente a través del
analisis de expresidn génica de varias citocinas y factores de crecimiento y en el Ultimo
experimento se cuantificaron los tipos celulares en el LCR. Todos se realizaron en ratas
de la cepa Sprague Dawley, machos con un peso aproximado entre 320-350g; en total se

utilizaron 76 ratas.

Tamafio de la muestra: se utilizaron en total 76 ratas macho, 19 ratas por cada grupo. De
esas 19 ratas, 9 se utilizaron para la caracterizaciéon de células inmunes a través de
citometria de flujo, 5 para evaluar neurogénesis, y los 5 restantes para la analisis de

expresion de citocinas y factores de crecimiento.

El tamafio de la muestra se determind mediante la formula (125), en donde se tomaron
en cuenta los siguientes valores: alfa= 0.05 (Zo=1.96); beta = 0.1 (ZB=1.28) y una
diferencia entre los grupos con inmunizacion activa y el grupo testigo (sin tratamiento)

del 30%.
Los grupos se clasificaran de la siguiente forma:

Grupo 1: ratas con isquemia cerebral, grupo Control (n=19)
Grupo 2: ratas con isquemia cerebral + Cop-1 + SS (n=19)
Grupo 3: ratas con isquemia cerebral + Cop-1 + ACF (n=19)

Grupo 4: ratas con isquemia cerebral + ACF + SS (n=19)

Nota: Al grupo 3 y 4 se les aplicd la inmunizacion acompafiada con ACF (adjuvante
completo de Freund), el cual contiene 5 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis, con la

finalidad de exacerbar la respuesta inmune.
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6.1.2 Dosis y tratamiento

Se utilizé una dosis de 250ug de Cop-1 en un volumen total de 150ulL para cada rata.
Tanto la SS y el ACF se aplicaron en igual volumen que el Cop-1. Las emulsiones fueron
inyectadas en la regién interescapular via subcutanea (sc) inmediatamente después de

la reperfusion (106).

6.1.3 Modelo quirdrgico de isquemia cerebral

A las ratas se les anestesio inicialmente con isofluorano al 3% hasta alcanzar un estado
de anestesia profundo; posteriormente se redujo al 1.5% con el fin de mantener la
anestesia. Se colocd al animal en decubito dorsal y se realizd una incision quirldrgica en
la piel a nivel de la region cervical ventral de aproximadamente 1.5 cm. de largo. Se
localizo la arteria cardtida comun izquierda, arteria caroétida interna izquierda y arteria
carodtida externaizquierday se diseco cuidadosamente el tejido involucrado con el nervio
vago. Se ubicé la arteria pterigoidea y la occipital, y se cauterizaron. La porcion distal de

la arteria cardtida externa a nivel proximal se ligd (126).

Se flamed por un segundo uno de sus extremos de una sutura de nylon calibre 3-0 para
engrosar el mismo y asi se introdujo en el lumen de la arteria cardtida externa en
direccién de la arteria carétida interna. La sutura avanzo 18 mm aproximadamente hasta
llegar el émbolo donde la cardtida interna se convierte en la arteria cerebral media.
Posteriormente se suturd al animal manteniendo ocluida la arteria por 90 min libre de
anestesia; después de transcurrido este tiempo, se le anestesio de igual forma con la

finalidad de extraer la sutura de nylon permitiendo asi la reperfusion sanguinea (126).

6.1.3.1 Evaluacion neuroldgica.

Esta evolucion se realizd a las 24h, 48h, 72h, 7d y 14d post isquemia. Se utilizé la escala
de evaluacion funcional descrita por Zea Longa (1989) (127), la cual evalla la presencia

0 ausencia de los siguientes signos neurologicos:
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0: Sin déficit observable.

1: Flexion de miembros podalicos anteriores.

2: Vueltas continuas unidireccionales.

3: Caida hacia el lado contra-lateral.

4: Disminucién o ausencia del estado de conciencia.

5: Muerte.

6.1.4 Cuantificacion celular del LCR por citometria de flujo.

De cada grupo se tomaron 9 ratas al azar, a las cuales se les extrajo LCR de la cisterna
magna (Zarghami A., 2013), de cada rata se obtuvieron aproximadamente 200ul de LCR,
este debia estar completamente transparente, aquel que se mostré con sangre fue
desechado. Se unieron los LCR’s de tres ratas para formar un pull, éste fue centrifugado
por 3 min a 2500 rpm, se decantd el sobrenadante, al botdn se le agregd 1ml de solucion
de lisis y se incubo por 5 min. Posteriormente se centrifugd de nuevo por 10 min a 2500
romy se decantd el sobrenadante, se le agregd 100ul de PBS, se centrifugd por 5 min, se
decantd y se distribuyd el resto del contenido del tubo en 5 tubos (a cada tubo se le
agregaron 25ul). Se incubaron los anticuerpos por 30 min. Después se agregaron 500ul
de PBS, se centrifugd por 5 min, se decantd, se agregd 150ul de PBS y se leyo
inmediatamente en el citdmetro FacsAria Il. La lista de los anticuerpos y la distribucién
de los mismos se presentan en la tabla 3. Los plots y analisis de resultados se analizaron

en el programa Summit v4.3.
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Tipo cel. Marcador y | Tubo1l | Tubo2 Tubo 3
fluorémetro
Leucocitos CD45 \/ Sin tefiir
PE/Cy 7
Linfocitos CD3/ FICT v \/ Sin tefiir
Linfocitos B CD19/APC J Sin tefiir
NK CD161/PE \/ Sin tefiir
Ly6G APC/Cy7 \/ Sin tefiir
Linfocitos T CD4/ APC \/ Sin tefiir
CD4+
Linfocitos T CD8+/PerCp J Sin tefiir
CD8+
Linfocitos TNK v Sin tefiir

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en la citometria de flujo.

6.1.5 Caracterizacion del microambiente.

A cinco ratas de cada grupo se les extrajo el plexo coroideo completo, el cual fue
procesado para determinar la expresion de las interleucinas IL-4, IL-10, IL-17, TNF-a e
INF-Y y factores de crecimiento: BDNF, IGF-1 y NT-3 mediante la obtencion de RNAm,

utilizando el método del TRIZOL (128), como se describe a continuacion:

e En 300 ul de TRIZOL se homogeneizé el tejido

e Seagregd 12.5 ul de glicogeno

e Se puso en vortex de 3-5 seg, se colocd en hielo por 5 min.

e Se agregaron 225l de cloroformo a 4 °C, se colocé en vortex de 8-10 seg y se

coloco sobre hielo por 5 min.
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e Se centrifugd 15min/10 000rpm a 4°C y se obtuvo la fase superior del
sobrenadante.

o Sele agregd 500ul de isopropanol a punto de nieve y se colocé en el vortex de 2-
5 seg. Se almacend por 1 ha-70°C

e Se centrifugd por por 15 min a 10,000 rpm a 4°Cy se elimind el sobrenadante.

e Se adicioné 1ml de etanol al 80% a 4 °Cy se centrifugd 5 min/6,000 rpm a 4°C

e Seelimind el etanol, se dio un bafio seco de 3 mina 45°Cya T.A. por 15 minenla

camara estéril y se agregé 25ul de agua inyectable.

Posteriormente se evalud la integridad y pureza por medio de espectrofotometria
(EPOCH, BioTek) leyendo a una longitud de onda de 260/ 280nm. Después se realizd la
retrotrasncripcién y la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR)

utilizando el tiempo real Cycler 96 (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA).

Se realizd la retrotranscripcion con 2ug de RNA total y los siguientes componentes: 1jl
de Oligo DT, 2l de dNTP Mix a 10mM vy se llevé la mezcla a 12l de volumen utilizando
agua DEPC. Se incubd a 65°C por 5 min, se colocd en el vortex por 5 seg y posteriormente
se le agregd la master Mix, la cual contenia: 4l de buffer de reaccién, 1yl de DTT 0.1M,
1yl de RNAsaOUT, 1l de agua DEPC y 1l de la enzima Thermo Scrpt. La mezcla final
fue incubada a 25°C por 30 min, posteriormente a 55°C por 50min y posteriormente a
85°C por 5 min.

Los primers fueron disefiados utilizando el programa Custom Primers OligoPerfect ™

http://tools.invitrogen.com y analizados por el software “Oligo” (Molecular Biology

Insights, INC). Las caracteristicas de cada primer para cada gen se muestran en la tabla 4.
Las reacciones se realizaron con el FastStart Essential Kit DNA Green Master (Roche,

Diagnostics, Indianapolis, USA).

Para la PCR en tiempo real, se realizo la siguiente mezcla: 1.0 ul de mezcla de primers
(0.5 cadena Fy 0.5 cadena R), 2l de FastStart Essential DNA Green Mastery 14l de cDNA.

Las condiciones de programacién del tiempo real fueron las siguientes: 1 ciclo de
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desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos que incluyen un primer ciclo

de desnaturalizacidén a 95°C por 10 seg. alineacién a 60°C por 10 seg y elongacion a 72°C

por 10 seg, a melting curvea 65°C por 60seg y un paso de enfriamiento a 40°c por 30seg.

Todos los grupos se compararon con animales control. Las expresiones se obtuvieron por

duplicado y el promedio de la expresion fue el analizado. Los valores obtenidos fueron

normalizados utilizando como gen constitutivo HPRT y analizados utilizando el método 2-

asct (129)
Primer para Tiempo Real
GEN GENBANK SECUENCIA AMPLICON.

F gaaaaagggactccatgcac

4 MN_201270 R tcttcaagcacggaggtaca 145 pb
F aaggaccagctggacaacat

IL-10 MN_012854 R tctcccagggaattcaaatg 170 pb
F aggacccaagcaccttcttt

1L-1B MN_031512 R agacagcacgaggcattttt 152 pb
F tgacccccattactctgacc

TNF-a MN_012675 R ttcagcgtctcgtgtgttte 152 pb
F agcatggatgctatggaagg

INF=Y MN_ 138880 R ctgatggcctggttgtettt 146 pb
F tggcctaacaatgtttgcag

BDNF MN_001270630| R cagctccacttagcctccac 114 pb
F actttccgggtggagaagat

-17 MN_001106897| R cttaggggctagcctcaggt 104 pb
cttaggggctagcctcaggt

IGF-1 MN_001082477| R gttccgatgttttgcaggtt 158 pb
MN_ 031073 gggggattgatgacaaacac

NT-3 MN_001270868
MN_001270870| R gggggattgatgacaaacac 135 pb

Tabla 4. Primers utilizados en el analisis de expresion génica.
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6.1.6 Evaluacion de la neurogénesis

Se destinaron 5 ratas para la inmunofluorescencia, de cada cerebro se realizaron cortes
a 20 um de la zona subventricular y giro dentado hipocampal, para ello, tres dias antes
del sacrificio las ratas recibieron una dosis de 50 mg por cada kg de peso de la rata de
manera intraperitoneal de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) (abcam cat.ab142567) cada
12 h hasta el dia del sacrificio. El BrdU, es un analogo de la timidina que se incorpora al
ADN durante la fase S del ciclo celular y permite marcar tanto células proliferativas como

Su progenie.

Dos h después de la ultima inyeccién de BrdU, los animales se anestesiaron con
Pentobarbital sédico (40 mg/Kg via intraperitoneal) una vez anestesiados, se les
administrard 1000 Ul de Heparina via Intraperitoneal para evitar la activacién de los
factores de coagulacion que pudieran interferir con el proceso de perfusion tisular; 20
min después, se perfundié a los animales a través de la arteria aorta con solucion salina
y después con paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron extraidos y post-fijados en
paraformaldehido durante 24 h a temperatura ambiente. Una vez fijados, se colocaron

en una solucién crioprotectora de sacarosa al 30% por 3 dias.

Se realizaron cortes coronales por congelacién de 20 um de grosor espaciadas cada
200um, los cortes iniciaron en el plano interaural 10.44 mm vy 1.44 mm de Bregma (ZSV). Los

cortes de la ZSG, se obtuvieron a partir de las coordenadas 6.00mm interaural y -3.00 en Bregma

(130).

Los cortes se colocaron en placas de 24 pozos con solucion de Buffer y se inicid con el
método de inmunofluorescencia en donde se marcaron células BrdU+/DCX+ utilizando

los anticuerpos que se muestran en la tabla 5.
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REACTIVO MARCA DILUCION
Anticuerpos Primarios:

Anti-BrdU hecho en ratén Roche (cat 11 296 735 001) 1:250
Kit | Marcaje y deteccion BrdU
Anti DCX hecho en cabra Santa Cruz (cat Sc-8066) 1:250

Anticuerpos Secundarios

Alexa Fluor 488 anti-raton IgG | Invitogen (cat. A21202) 1:500
hecho en burro
Alexa Fluor 568 anti cabra Invitogen (cat. A11079) 1:500

lgG hecho en conejo

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para determinar neurogénesis.

Las laminillas fueron observadas en un microscopio confocal (Olympus Fluo View-1000)
a un aumento de 20X. Por cada corte se capturaron las imagenes de los ventriculos
laterales y del hipocampo. Los neuroblastos se identificaron por la presencia de
BrdU+/DCX+ a un aumento de 60X. Mediante el procesador de imagenes FW10-ASW 1.7
Viewer (Olympus), se realizé el traslape de los tres marcadores. Se cuantificaron las
células BrdU+/CDX+ para la ZSV y ZSG utilizando el procesador de imagenes, Image Pro

Plus (Media Cybernetics versién 7), y se obtuvo la media de 9 cortes de cada region.

6.1.7 Método estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de todos los grupos y se verificd la distribucion de los

datos bajo la curva de normalidad. Se aplicé la prueba estadistica no paramétrica de

Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn’s para comparar los grupos.

Para conocer la correlacién entre la neurogénesis y el microambiente de los Plexos, se

realizé la prueba de correlacion de Spearman.

Los datos se mostraron con la X + SD (desviacion estandar) o X + EE (error estandar) con

un valor de significancia estadistica de p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Cop-1 promueve la recuperacion neurolégica después de la Isquemia

Las evaluaciones neuroldgicas se realizaron posteriores a la isquemia y se recuperaron
de la anestesia; la escala de déficit neuroldgico que se utilizd fue la de Zea Longa (130),
todos obtuvieron una puntuacion de 4. Las evaluaciones realizadas a las 24 h, 48hy 72h
no muestran ninguna diferencia significativa. Las evaluaciones a 7 dias indican una
recuperacion significativa del grupo tratado con Cop-1+ACF comparado con el grupo
Control (1.4+0.24 vs 3.0+0.0; p<0.5) también del grupo Cop-1+ACF comparado con el
grupo ACF+SS (1.4+0.24 vs 3.240.2; p<0.5, Fig. 23). La disminucion del déficit neuroldgico
se mostrd mas pronunciado a los 14 dias post-isquemia obteniendo una significancia del
grupo Cop-1+ACF comparado con el grupo Control (1.2+2.0 vs 2.6+0.24; p<0.05) vy
también al ser comparado con el grupo ACF+SS (1.2+2.0 vs 2.8+0.2; p<0.001; Fig.23)
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Fig. 23. Déficit neuroldgico de ratas sometidas a isquemia cerebral a las 24h, 48h, 72h, 7 dfas y 14 dias post-
isquemia. n=5 Media + SD. *p<0.05 Control vs Cop-1+ACF, **p=0.01 ACF+SS vs Cop-1+ACF a 7 dias. *p<0.05
Control vs Cop-1+ACF, **p<0.01 ACF+SS vs Cop-1+ACF a 14 dias. Kruskal WalliS seguida de la prueba de Dunn’s.
ACF, Adyuvante completo de Freund. SS, solucién salina.
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7.2 La inmunizacidon con Cop-1 incrementa la Neurogénesis en la ZSV y ZSG

En el cerebro adulto existen dos sitios que se consideran neurogénicos, la pared de los
ventriculos laterales considerada ZSV (88) y la zona ZSG del hipocampo (131); en estas
regiones se encuentran las células madre neurales (NSC) que al ser estimuladas

correctamente son capaces de generar nuevas neuronas aun en tejidos lesionados.

Para evaluar el efecto de Cop-1 sobre la neurogénesis se realizé el doble marcaje
utilizando BrdU (nucledtido sintético analogo de la timidina que se incorpora durante la
fase S del ciclo celular) y Doublecortina (DCX, proteina asociada a los microtubulos de las
neuronas necesaria para su migracion); las células positivas BrdU+/CDX+ se contaron en

la ZSV'y ZSG a los 14 dias post-isquemia (Fig. 24 B).

En la ZSV, los grupos tratados con Cop-1 presentaron un numero significativamente
mayor de neuroblastos (Fig. 24A) comparados con el grupo control (327.3+7.164 Cop-
1+ACF; 279.7+7.15 Cop+SS vs 187.7+9.52 Control; p<0.0001), estos grupos de Cop-1
también exhibieron diferencia significativa al ser comparados con el grupo ACF+SS

(187.749.521, *p<0.0001) y entre ellos mismos (Fig. 24 A).
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Neurogénesis en la ZSV
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Fig. 24 Neurogénesis en la ZSV a 14 dias post-isquemia. A) Cuantificacion de células BrdU+/DCX+. n=5 Media
SD. *p<0.05; ***p<0.0001. Kruskal Wallis seguida de la prueba post-hoc de Dunn’s. B) Del lado derecho se
muestran las células BrdU+/DCX+ en cada uno de los grupos. Imagenes a 20X. Del lado izquierdo se muestran
células BrdU+, DCX+ y BrdU+/DCX+. Las flechas sefialan neuroblastos. Imédgenes a 60X. ACF, adyuvante
completo de Freund. SS, solucion salina.

En el caso de la ZSG, la cantidad de neuroblastos también fue significativamente mayor
en los grupos tratados con Cop-1 (Fig. 25 A) al ser comparados tanto con el grupo Control
como con el grupo ACF+SS (52.3742.35 Cop-1+ACF; 36.85+2.41 Cop-1+SS vs 28.22+1.40
Control; 22.1741.28 ACF+SS).
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Neurogénesis en la ZSG
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Fig 25 Neurogénesis en la ZSG a 14 dias post-isquemia. A) Cuantificacién de células BrdU+/DCX+. n=5 Media *
SD. *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001. Kruskal Wallis seguida de la prueba pos-hoc de Dunn’s. B) Del lado
derecho se muestran las células BrdU+/DCX’+ en cada uno de los grupos. Imagenes a 20X. Del lado izquierdo
se muestran células BrdU+, DCX+ y BrdU+/DCX+. Las flechas sefialan neuroblastos. Imagenes a 60X. ACF,
adyuvante completo de Freund. SS, solucion salina.

56



7.3 La inmunizacién con Cop-1 incrementa la expresidn relativa de IL-10 en

los plexos coroideos después de la Isquemia.

Los plexos coroideos forman una estructura que por su localizacién es considerada como
un sitio clave para la comunicacion neuroinmune, en esta zona se producen citocinas y
factores de crecimiento que intervienen directamente en procesos como la neurogénesis
Por ello, decidimos evaluar si Cop-1 modifica la expresion tanto de citocinas como de
factores de crecimiento y si estos intervienen sobre la neurogénesis después de la
isquemia. Para ello, decidimos evaluar la expresién génica de citocinas pro inflamatorias

(INF-a, TNF-Y, IL-1B e IL-17) y anti inflamatorias (IL-4 e IL-10).

La expresion de citocinas pro-inflamatorias (INF-a, TNF-a e IL-1B) se mantuvo sin
modificaciones (Fig. 26 A-D); sélo la IL-17 disminuyd de forma significativa en los grupos
tratados con Cop-1 respecto al Control (39.19+5.25 Cop-1+SS; 37.96+4.3 Cop-1+ACF vs
62.59+11.3 Control; Fig. 26)
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Efecto de Cop-1 en la expresiodn de citocinas pro-inflamatorias.
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Fig. 26 Efecto de Cop-1 Sobre la expresion de citocinas Pro-inflamatorias. Expresidn relativa de los genes INF-Y
(A), TNF-a (B), IL-1B (C) e IL-17 (D).Catorce dias post-isquemia. n=5. Media + EE. *p<0.05 vs Control. Kruskal
Wallis seguida de la prueba post hoc de Dunn’s. ACF, adyuvante completo de Freund. SS, solucién salina. INF-
Y, Interferon gama; TNF-a, Factor de necrosis tumoral-a. IL- interleucina.
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En el caso de las citocinas anti-inflamatorias, la IL-4 no mostré modificaciones en su
expresion después de la inmunizacion con Cop-1. Fue distinto en el caso de la IL-10 ya
gue ésta se incrementd significativamente respecto al grupo control (4.14+0.81 Cop-

1+4SS; 4.60+0.38 Cop-1+ACF; vs 0.661+0.16 en el grupo control; p<0.016; Fig. 27).

Efecto de Cop-1 en la expresidn de citocinas anti-inflamatorias.
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FIG. 27 Efecto de Cop-1 sobre la expresidn de citocinas anti-inflamatorias. Expresion relativa de los genes IL-4
A) e IL-10 B) 14 dias post-isquemia. n=5. Media + EE. *p<0.05 vs Control. Kruskal Wallis seguida de la prueba
post hoc de Dunn’s. ACF, adyuvante completo de Freund. SS, solucién salina. IL- interleucina.
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7.4 La expresion de BDNF, NT-3, e IGF-1 es incrementada por la

inmunizacién de Cop-1 después de la Isquemia.

La expresion de los factores de crecimiento BDNF, NT-3 e IGF-1 también fueron
evaluados ya que se sabe que son factores importantes que pueden intervenir en el

proceso de la neurogénesis (99).

La expresion relativa de BDNF (0.56+0.16 vs 0.2240.05; p<0.05), NT-3 (6.32+0.81 vs
0.6540.17; p<0.0003) e IGF-1 (0.24+0.01 vs 0.114+0.01; p<0.028) se incrementaron de
forma significativa respecto al grupo control (Fig. 28). También NT-3 presentd un
incremento significativo en los grupos Cop-1+SS y ACF+SS comparados con el Control
(2.40+0.31; p<0.0013; 1.69+0.44; p<0.021 vs 0.65+0.17), y se mostraron diferencias del
mismo orden entre los grupos Cop-1+ACF y Cop-1+SS (0.24+0.01 vs 2.40+0.31; p<0.001;
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Fig 28. Efecto de Cop-1 sobre la expresion de factores de crecimiento. Expresion relativa del gen BDNF (A), NT-
3 (B) e IGF-1 (C) 14 dias después de la isquemia. n=5 Media * SD. *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.0001. Kruskal
Wallis seguida de Dunn’s. ACF, adyuvante completo de Freund. SS, solucidn salina. BDNF, Factor neurotréfico
derivado del cerebro. IGF-1, Factor de crecimiento parecido a la insulina, NT-3, Neurotrofina-3.
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7.5 Correlacién de la neurogénesis con la IL-10 y los factores de crecimiento.

Después de observar el incremento significativo en la expresion génica de la IL-10 y los
factores de crecimiento (BDNF, NT-3 e IGF-1), decidimos conocer si existe una relacion
directa de la expresidn de estos genes y la neurogénesis del grupo que obtuvo los niveles

mas altos.

Las pruebas de coeficiente de correlacion de Spearman nos indicaron que efectivamente
existe una correlacién positiva de la IL-10 con la neurogénesis tanto en la ZSV como en la
ZSG (r =0.90, p < 0.01; y r= 0.90 p<0.008 respectivamente; Fig. 29). Lo mismo ocurrid
para los factores de crecimiento BDNF (r=0.90, p<0.04 tanto en la ZSV como en la ZSG) y
NT-3 (r=0.90, p<0.04 para ambas zonas). En el caso de IGF-1 en los dos sitios
neurogénicos se presenta una correlacion entre alta a moderada ya que se presentd una

r=0.78 (p<0.01) para la ZSV y r=0.70 (p<0.05) para la ZSG (Fig. 29).
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Correlacion de la IL-10. y factores de crecimiento con la neurogénesis
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Fig. 29. Correlacion de la IL-10 y los factores de crecimiento con la neurogénesis. Correlacion de la neurogénesis
en la ZSV con la A) IL-10 (r = 0.90, p < 0.01); B) IGF-1 (r=0.78, p<0. 01); C) BDNF (r=0.90, p<0.04) y D) NT-3
(r=0.90, p<0.04). Correlacién de la neurogénesis en la ZSG con la E) IL-10 (r=0.9, p<0.008); F) IGF-1 (r=0.70,
p<0.05); G) BDNF (r=0.9, p<0.04) y H) NT-3 (r=0.90, p<0.04). Coeficiente de correlacién de Spearman. n=5. ZSV,
Zona subventricular. ZSG, Zona subgranular. BrdU+/DCX+, neuroblastos. IL, interleucina. BDNF, Factor
neurotréfico del cerebro. IGF-1, Factor de crecimiento parecido a la insulina, NT-3, Neurotrofina-3.
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7.6 Efecto de Cop-1 sobre los Leucocitos en el Liquido Cefalorraquideo.

Con laintencién de analizar si Cop-1 es capaz de modificar la cantidad de células inmunes
presentes en los plexos coroideos decidimos identificar y cuantificar algunos tipos

celulares en el LCR a 14 dias post-isquemia.

En la fig. 30, se muestran plots representativos del nimero de eventos para cada uno de
los tipos celulares evaluados. En el analisis encontramos que el porcentaje de células
CD45+ que marcan leucocitos se incremento considerablemente en el grupo tratado con
Cop-1+ACF con respecto al control (87.24+0.7983 vs 8.073+5.15; *p<0.05; Fig. 31); de
esas células el 88.19 +3.1% corresponden a linfocitos T (CD3+) (p<0.02 vs 31.2+1.4
Control). A pesar de que el grupo Cop+1+SS no presentd un incremento considerable de
leucocitos con respecto al grupo Control, el 82.27+1.3% de ellos corresponden a
linfocitos T, este porcentaje muestra diferencia significativa respecto al grupo Control

(82.27£1.3 vs 31.2+£1.4; p<0.05; Fig. 31).

Células en liquido cefalorraquideo en ratas con isquemia cerebral
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Fig. 30. Plots del analisis de citometria de flujo del LCR en ratas con isquemia cerebral. Leucocitos (CD45+),
Linfocitos B (CD45+/CD19+), Linfocitos T (CD45+/CD3+), NK (CD45+/CD161+) y Neutrofilos (CD45+/Ly6g+).
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En el caso del marcaje de células B (CD19) y NK (CD161) no se mostraron diferencias
significativas, aunque vale la pena mencionar que, en el caso de las células NK se
encontré una tendencia a la baja del 2% en el grupo Cop-1+ACF y del 2.5% en el grupo

Cop-1+SS (Fig. 31).

Células inmunes en liquido cefalorraquideo a 14 dias post-isquemia
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Fig. 31. Cuantificacion de células Inmunes en liquido cefalorraguideo en ratas a 14 dias post-isquemia.
Cuantificacién de células expresadas en porcentaje A) leucocitos (CD45+), B) Linfocitos T (CD45+/CD3+), C)
Linfocitos B (CD45+/CD19+), D) NK (CD45+/CD161) y E) Neutrdfilos (CD45+/Ly6g. n=3 (cada muestra presenta
un pull de LCR de 3 ratas) Media+ EE. *p<0.05; Kruskal Wallis seguida de Dunn’s. ACF, adyuvante completo de
Freund. SS, solucion salina

A pesar de que se evaluaron las células a 14 dias post-isquemia, encontramos un niumero
significativo de neutrdéfilos (células que generalmente se incrementan durante las

primeras horas del evento isquémico), los cuales disminuyen en los grupos tratados con
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Cop-1vy el grupo ACF+SS aunque sélo muestra diferencia significativa el grupo Cop-1+ACF

con respecto al grupo control (1.31+0.6 vs 16.42+8.8; p<0.05; Fig. 31).

7.7 Efecto de Cop-1 sobre las subpoblaciones de Linfocitos T CD4+ en

Liquido Cefalorraquideo.

Al observar que Cop-1 es capaz de incrementar la cantidad de linfocitos T en el LCR (Fig.
32Ay B), decidimos examinar a qué clase de linfocitos T corresponden; para ello, a través
del andlisis de los plots (Fig 32 A) cuantificamos la cantidad de linfocitos T CD4+, CD8+ vy
NKT (CD-1d) (Fig 32B).

Cuando se cuantifico la cantidad de Linfocitos T CD4+ observamos que hay una
disminucién significativa en el grupo tratado con Cop-1+ACF respecto al control
(18.1549.6 vs 56.24+9.3; p<0.049); en el resto de los grupos experimentales no hay

significancia estadistica (Fig. 30C).

La cantidad de linfocitos T CD8+ se incrementd significativamente en el grupo tratado
con Cop-1+ACF respecto al resto de los grupos (17.40+4.2 Cop-1+ACF vs 1.040+0.5 Cop-
1+SS; 1.0440.5 ACF; 2.83+2.7 Control; p<0.05; Fig. 32D). En la cuantificacién de células
NKT se observé un incremento considerable del 18% en el grupo Cop-1+ACF y del 31%
en el grupo Cop-1+SS respecto al grupo Control sin llegar a presentar diferencia

significativa (Fig. 32E).
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Linfocitos en liquido cefalorraquideo a 14 dias post-isquemia
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Fig.32. Linfocitos presentes en el liquido cefalorraquideo de ratas a 14 dias post-isquemia. A) Plots de citometria
de flujo en la cuantificacién de linfocitos (CD3+), Linfocitos TCD4+, CD8+y NK T+ (CD1d). Las gréficas muestran
la cuantificacién de células expresada en porcentajes de Linfocitos T CD3+ B); Linfocitos T CD4+, C); Linfocitos
T CD8+, D)y NKT, E). n=3 (cada muestra presenta un pull de LCR de 3 ratas) Mediat EE. *p<0.05; Kruskal
Wallis seguida de Dunn’s. ACF, adyuvante completo de Freund. SS, solucion salina
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7.8 Correlaciéon entre la IL-10 y los factores de crecimiento con los linfocitos

del liquido cefalorraquideo.

Para evaluar si el incremento de IL-10 y los factores de crecimiento presentaban relacién
con el efecto de Cop-1 sobre cantidad y el tipo de linfocitos en el LCR después de la

isquemia, decidimos realizar un analisis de correlacion del grupo Cop-1+ACF.

El analisis de correlacion entre la cantidad de linfocitos T CD4+ con la IL-10 y los factores
de crecimiento mostraron una correlacion negativa tanto para la IL-10 (r=-0.98,
p<0.047), NT-3 (r=-0.99, p<0.041), BDNF (r=-0.98, p<0.040), como para el IGF-1 (r=0.94,
p<0.040; Fig. 33); en el mismo sentido encontramos una correlaciéon de manera positiva
al analizar los mismo factores de crecimientos e IL-10 con los linfocitos T CD8+, para la
IL-10 se obtuvo una r=0.97 (p<0.041), para NT-3 r=0.96 (p<0.044), BDNF r=0.98 (p<0.040)
e IGF-1r=0.93 (0.041);

67



Correlacion de la IL-10. y factores de crecimiento con los linfocitos TC4D+ y
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Fig. 33. Correlacién de la IL-10 y los factores de crecimiento con los linfocitos CD4+ y CD8+. Correlacién de los
linfocitos T CD4+ con A) IL-10 (r = 0.98, p < 0.040); B) NT-3 (r=0.99, p<0. 041); C) BDNF (r=0.98, p<0.04) y D)
IGF-1 (r=0.94, p<0.04). Correlacién de los linfocitos T CD8+ con la E) IL-10 (r=0.97, p<0.041); F) NT-3 (r=0.96,
p<0.044); G) BDNF (r=0.98, p<0.040) e H) IGF-1 (r=0.93, p<0.041). Coeficiente de correlacién de Spearman.
n=4. Mediat EE. *p<0.05. IL, interleucina. BDNF, Factor neurotréfico derivado del cerebro. IGF-1, Factor de

crecimiento parecido a la insulina, NT-3, Neurotrofina-3.
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8. DISCUSION

La inflamacién que ocurre después de un evento isquémico se ha asociado a un mayor
detrimento del tejido neural (132) y por ende se ha tratado de inhibir o reducir para evitar
ese dafio; sin embargo, en las ultimas décadas se ha demostrado que el uso de péptidos
neurales modificados como Cop-1 a través de la modulacién del sistema inmune no sélo
evita el incremento del deteioro sino que también produce moléculas que promueven la

reparacion y la neurogénesis(106-108, 122, 124).

En este estudio se analizé el efecto que ejerce Cop-1 sobre factores de crecimiento
(BDNF, NT-3 e IGF-1), citocinas (IL-4, IL-10, IL-1B, TNF-a, INF-Y e IL-17) v linfocitos en los
plexos coroideosy como correlacionan con el incremento de la neurogénesis promovida

por Cop-1 en ratas con isquemia cerebral focal a 14 dias.

Las evaluaciones del déficit neuroldgico v la cuantificacion de la neurogénesis en la ZSV'y
ZSG observados en este estudio fueron similares a datos obtenidos en investigaciones
previas realizadas por nuestro equipo de trabajo (106, 107), en donde se aprecia que
Cop-1 estimula la recuperacion del déficit neuroldgico a partir del dia 7 post-isquemia
aumentado hasta el dia 14, la neurogénesis también fue elevada en los grupos tratados
con Cop-1 en los dos sitios neurogénicos, la ZSVy ZSG, a los 14 dias. Datos acordes fueron
observados recientemente por el grupo de Mangin en el que también observa un
incremento en la neurogénesis en la ZSV en ratones con isquemia cerebral permanente

a 7 dias inmunizados con copaxona (133).

El efecto de Cop-1 sobre la neurogénesis ha sido revisado en otros modelos con patologia
en el SNC como la enfermedad de Alzheimer (134) y EAE (124); y en circunstancias en
donde son afectadas las condiciones cognitivas y de memoria como en la infeccion

causadas por lipopolisacaridos (135) y en ratas que sufrieron irradiacion craneal (136);
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en todos ellos, se advirtio que el copolimero-1 incrementa las neuronas de nueva

formacién como en los resultados aqui mostrados.

El mecanismo por el que Cop-1 ejerce los efectos benéficos no han sido completamente
dilucidado pero se ha demostrado utilizando el modelo de EAE y estudios in vitro que
Cop-1 presenta mayor afinidad por moléculas de MHCII que la proteina basica de la
mielina (PBM) u otros antigenos (137),tiene la capacidad de bloquear la proliferacién de
linfocitos T anti PBM (138), modifica el perfil Th1 pro inflamatorio por un fenotipo Th-2
caracterizado por la produccion de citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 y TGF-B
(139) y poseé la capacidad de incrementar la proliferacion de células T CD8+ (140). Lo
que permite una modificacién en el microambiente iddnea tanto para la recuperacién

neural como para que se faciliten y promuevan procesos como la neurogénesis.

Ademas, Cop-1 también es capaz de estimular la produccion de factores de crecimiento
como el BDNF (141) e IGF-1 (134) que son indispensables en procesos como la
neurogénesis ya que facilitan la proliferacion y diferenciacion de la células madre

neurales (NSC) (122).

La neurogénesis es un proceso altamente regulado por sefiales intrinsecas y extrinsecas
que estimulan a las células madre en los nichos neurogénicos (ZSV y ZSG) (142), muchas
de esas sefiales son producidas en los plexos coroideos, las cuales viajan a través de

procesos apicales que se proyectan hacia el espacio ventricular (143).

A los plexos coroideos se les consideran funciones neuroinmunes ya que se ha
evidenciado que poseen células linfoides inducibles que se activan al recibir sefiales del
parénquima y del sistema inmune periférico (144) transformandolas en un lenguaje
coordinado de moléculas que modulan mecanismos como la neurogénesis tanto en el
cerebro sano como en el patolégico. También se ha reportado que los plexos coroideos

secretan una amplia gama de factores de crecimiento en el LCR entre los que se incluyen
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BDNF, NT-3 e IGF-1 (145),(146) que regulan la neurogénesis (147),(148, 149). Es por ello,

gue decidimos evaluar el efecto de Cop-1 en este sitio tan conveniente.

Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que la inmunizacién con Cop-1 no
presentaba efecto sobre los niveles de BDNF a los 7 dias post-isquemia en las zonas de |a
penumbra isquémica (107); sin embargo, el presente estudio demuestra el incremento
de BDNF a 14 dias post-isquemia en los plexos coroideos; en otros modelos Cop-1
también ha demostrado inducir la produccion de BDNF en el mismo sitio como en EAE al
transferir células activadas por Cop-1 especificas en ratones lesionados (122) de igual
manera se ha observado un incremento de BDNF en el LCR de pacientes con esclerosis

multiple tratados con el copolimero (150).

La neurotrofina 3 también fue incrementada significativamente en los grupos tratados
con Cop-1 en los plexos coroideos, resultados acordes a los observados en un estudio
previo realizado por nuestro grupo en donde observamos también un incremento de esta
neurotrofina pero en la zona de penumbra isquémica a 7 dias (107). Estos resultados son
afines con lo publicado en otras investigaciones donde inmunizaron con Cop-1 como en
el que encontraron una mayor cantidad de NT-3 en diferentes regiones del cerebro en

ratones con EAE (124).

En el caso del IGF-1, también se observa un incremento significativo en los grupos
tratados con Cop-1; esta neurotrofina también se ha observado incrementada en el
modelo de Alzheimer (134), EAE (124), in vitro en cultivos de células T reactivas al

copolimero 1y en lesién de médula espinal (151).

El incremento en la expresidon génica de NT-3, IGF-1 y BDNF en los grupos tratados con
Cop-1 puede explicar la neurogénesis tanto en la ZSV como en ZSG, ya que se sabe que
los factores neurotréficos mantienen contacto directo con las NSC que se encuentran
tanto en la ZSV como en el ZSG; los factores que se hayan mas cercanos al epitelio de los

plexos son sujetos de pulsaciones que presenta el mismo plexo para provocar que el flujo
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del LCR recorra toda la region ventricular incluido el 32y 42 ventriculo (75) para garantizar
gue todas las células NSC puedan tener contacto con los factores de crecimiento y

favorecer la neurogénesis.

Se sabe que NT- 3 es requerida para la quiescencia y mantenimiento a largo plazo de las
células madre de los nichos neurogénicos (148), facilita la plasticidad, el aprendizaje y la
memoria (152), a través de la unién a su receptor TrkC que puede activar la via PI3K/AKT,
ERK o PLCY que activan el factor de transcripciéon CREB (153). IGF-1 también est3
involucrada en la regulaciéon de la neurogénesis ya que promueve la diferenciacion de
las células madre través de la via PI3K/AKT o MAP cinasas (154) y participa en la migracién

de neuroblastos (155).

Por otra parte, BDNF también promueve la sobrevivencia y migracion de los neuroblastos
en animales adultos al unirse a sus receptores TrkB o p75NRT los cuales activan las vias

PI3K/AKT, ERK o PLCY (156) que a su vez activan el factor de transcripcion CREB (153).

Para confirmar que el incremento en la neurogénesis se debe al aumento de los factores
de crecimiento evaluados, determinamos el coeficiente de correlacion, el cual en todos
los casos presentd valores de r (r=0.90 para BDNF y NT-3; r=0.78 y r=0.70 para IGF-1 en
la ZSV y ZSG) de los factores de crecimiento en las zona ZSV y ZSG.

La produccién local de factores de crecimiento se consigue a través de la activacion de
células inmunes residentes en el estroma de los plexos coroideos (81), asi Cop-1 puede
conferir un microambiente que permita la produccion de estos; para probar esta

conjetura evaluamos interleucinas de caracter pro-inflamatorio y anti-inflamatorio.

TNF-a principalmente es considerado una citocina de cardcter pro-inflamatorio que
media la apoptosis, y se asocia al incremento del dafio tisular y la inhibicién de la

neurogénesis en la isquemia cerebral (157); horas después del evento isquémico se ha
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observado incrementada en neuronas, astrocitos, microglia, células endoteliales, células

de los plexos coroideos y leucocitos infiltrantes (22).

Cop-1 ha demostrado ser capaz de reducir la expresién de TNF-a en diferentes modelos
experimentales como la hipoperfusion cerebral cronica (158), EAE (Glatiramer acetate
protects against inflammatory synaptopathy in experimental autoimmune
experimental.(159), e in vitro en células T reactivas al copolimero (151), incluso en el
modelo de isquemia cerebral permanente en ratones diabéticos en donde encontraron
una disminucion significativa de la expresion del RNAm de TNF-a en el hemisferio
ipsilateral completo (133); no obstante, nuestros resultados se mantienen sin cambios

en todos nuestros grupos experimentales.

Se ha reportado que el INF-Y (160) y la IL-1B (133, 161) también disminuyen su expresion
cuando se inmuniza con Cop-1 y se incrementa la expresion de la IL-4 (133, 162, 163);
esto debido a que el incremento de esta citocina provoca la activacién de la via de
sefializaciéon STAT-6 que promueve la sobre regulacion del factor de transcripcion GATA-
3 que induce la diferenciacion de los linfocitos ThO aTh2 (164, 165); sin embargo, en

nuestros resultados no observamos modificaciones en estas citocinas.

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que el INF-Y es indispensable para la
activacion de las células inmunes que radican en los plexos coroideos e incluso que TNF-
a potencia el efecto del IFN-Y sobre la produccién de moléculas de trafico celular (81); al
haber una lesién en el cerebro es importante que células inmunes de la periferia
penetren respondiendo a las seflales de las quimiocinas que se producen en la zona
infartada, por ello es que quizas no haya una reduccién en los niveles de IFN-Y, ya que
sin él o en cantidades menores el trafico leucocitario al parénquima cerebral se veria

afectado.

Como efecto colateral al no poder reducirse los niveles de INF-Y por la necesidad de

permitir el trafico celular, los niveles de esta citocina tal vez estén inhibiendo la activacion
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de la via STAT6 de los linfocitos que habitan en el plexo coroideo evitando asi que se

produzcan mayores cantidades de IL-4 (165).

Al mantenerse sin cambio los niveles de INF-Y y de IL-4, no esperabamos que los niveles
de IL-10 se incrementaran; sin embargo, la administracién de Cop-1 tuvo un efecto

positivo al inducir un aumento significativo de esta citocina.

La IL-10 es una citocina de gran relevancia por sus efectos inmunomoduladores, ésta
puede ser producida y secretada por los linfocitos Th2, macréfagos M2, células B,
microglia, astrocitos y linfocitos T reg. (137); sus efectos se han caracterizado porque a
través de la activacion de la via STAT 3, la IL- 10 reduce los niveles de expresion de
moléculas MHC tipo Il (166)),que bloguea la produccion de citocinas proinflamatorias y

la liberacion de quimiocinas (167).

Se ha reportado que la IL-10 posee efectos neuroprotectores al reducir el volumen de
infarto en animales sometidos a OACM (168, 169), a través de su capacidad moduladora
gue media el proceso inflamatorio (170), ademds, se ha observado su efecto

neuroprotector en otras patologias como el Alzheimer (171) y demencia vascular (65).

Por otra parte, también se ha observado que la IL-10 regula la proliferacion de las células
madre neurales en la ZSV a través de ERK/STAT3 que media la via Nocht (98, 172) en
ratones con isquemia cerebral (173),incrementando asi la neurogénesis; es por ello, que
decidimos evaluar si esta citocina interviene con el incremento en la neurogénesis

después de la inmunizacion con Cop-1.

Los resultados obtenidos en la correlacidon de Spearman entre la neurogénesis en la ZSV
y ZSG del giro dentado del hipocampo con la IL-10 son muy altos (r= 0.83 y r=0.98), lo
gue indica que esta citocina interviene de manera positiva sobre la proliferacion de

neuronas nuevas.

74



Se sabe que la deplecion de las células T reg e IL-10 provoca una mayor expresion de la
IL-17 (170), incrementando la patogénesis de la isquemia cerebral (174).En el modelo de
EAE se ha observado que Cop-1 es capaz de disminuir la expresiéon de IL-17 a través del
aumento de las células Treg (175, 176); en nuestros resultados, la reduccion significativa
de la IL-17 quiza es efecto del aumento de la IL-10. Con estos datos podemos inferir que
Cop-1atravésdelallL-10 es capaz de modular la zona de los plexos coroideos y favorecer

la neurogénesis involucrando el incremento de factores de crecimiento.

Para determinar si Cop-1 posee la capacidad de modular el ambiente celular en los plexos
coroideos en el modelo de isquemia cerebral, decidimos evaluar el tipo de células que se

encuentran en el liquido cefalorraquideo 14 dias después de la inmunizacion.

La cuantificacién de células en el LCR a través de citometria de flujo denota que hubo un
incremento significativo de leucocitos en el grupo tratado con Cop-1+ACF, esto nos indica
que Cop-1 facilita su reclutamiento; de esos leucocitos alrededor del 80% fueron células
T, los cuales son vitales para que se active la autorreactividad protectora (79). El
incremento en la infiltracion de leucocitos al LCR quizas se deba a que se mantuvo sin
cambio el nivel de expresion de INF-Y, el cual como ya se ha mencionado media el trafico

leucocitario (81).

Con la intencion de conocer el tipo de linfocitos T hallados en el LCR, tratamos de
identificar cuantos de ellos corresponden a linfocitos T CD4+, CD8+ y NKT. Lo que
esperabamos encontrar era una mayor cantidad de linfocitos T CD4+ ya que se han
observado en aumento en condiciones fisioldgicas normales (68), los cuales mantienen
un ambiente de caracter anti inflamatorio en tejido sano (79). Sin embargo, en nuestro

estudio se observo una disminucidn significativa en el grupo tratado con Cop+CFA.

Para tratar de esclarecer si la disminucion de linfocitos T CD4+ en el grupo Cop-1+ACF se

relaciona con el incremento de la IL-10 y los factores de crecimiento, evaluamos su
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correlacién; la cual resulté ser negativa y muy alta (r=-0.98, 0.99, 0.98 y 0.94 para IL-10,
NT-3, BDNF e IGF-1 respectivamente).

No conocemos con certeza la razéon y el mecanismo por el que los linfocitos T CD4+ se
hayan reducido en el LCR, pero podemos inferir que quiza los linfocitos de esta clase que
radican en los plexos coroideos y los que infiltran de la periferia liberan factores de
crecimiento y citocinas que son incorporados al LCR, mientras que migran al sitio de
lesién en respuesta al incremento de quimiocinas como CXCL9 y CXCL10 que se producen
en la zona del infarto (58) o bien, como lo demuestran los experimentos realizados por
Llovera y cols en el 2017 (66); en el que los linfocitos T encontrados en los plexos
coroideos no se incorporan al parénquima cerebral a través del flujo del LCR, si no que

se traslocan a través del estroma de los plexos coroideos y viajan hasta el sitio de la lesion.

En nuestros resultados también se observa un incremento de células T CD8+ en el grupo
tratado con Cop-1+ACF; acorde a estudios previos donde han demostrado que el
copolimero 1 induce una respuesta proliferativa en células T CD8+ aumentando la
respuesta al farmaco en pacientes con esclerosis multiple (140); ademas, se ha
evidenciado que éste tipo de células son necesarias para la accion de Cop-1 in vivo ya que
estudios en ratones con EAE deficientes en células T CD8+ no reducen los signos de la

enfermedad (140).

El tipo de células T CD8+ que se han vinculado con el efecto benéfico del copolimero-1
son células T CD8+ de caracter modulador, las cuales no se han identificado de manera
clara, ya que algunas pueden inducir la produccién de INF-Y (140) e IL-6,mientras que
otras reducen la expresion de moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 y otras inducen

la sintesis de IL-10 por las células dendriticas (Yu., Y. 2018).

El incremento de células T CD8+ que observamos en el grupo tratado con Cop-1+ACF
corresponde al mismo que presenta la mayor cantidad de IL-10, esto quizds se deba a

gue algun porcentaje importante de linfocitos T CD8+ sean de caracter regulador, yasu
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vez los responsables de inducir la produccién de IL-10 por otros tipos celulares como las
células dendriticas que se ha observado que al ser estimuladas por este tipo de células

adquieren un fenotipo Il y producen grandes cantidades de IL-10 (177); ante estos

resultados, valdria la pena identificar los subtipos de células T CD8+ que se encuentran
en el LCRy el tipo de células responsables directamente del incremento en la produccion

de la IL-10.

La modificacion en el microambiente en los plexos coroideos encabezado por el aumento
de linfocitos T CD8+ estimulan no sélo el incremento en las cantidades de IL-10, nuestros
resultados en el andlisis de correlacién evidencia que directamente influyen en una
mayor produccion de factores de crecimiento; aunque no podemos determinar con toda

seguridad cudles son las células responsables de su produccién.

Los resultados de esta investigacion muestran que Cop-1 a través del incremento de
linfocitos T CD8+ y su estimulacion en el aumento de la producciéon de IL-10 y de los
factores neurotréficos BDNF, IGF-1 y NT-3 en los plexos coroideos directamente
intervienen en la neurogénesis post-isquemia; demostrando que Cop-1 es capaz de
modular este sitio de comunicacion neuroinmune el cual debe explorarse a mayor
profundidad para conocer a detalle el mecanismo que emplea Cop-1 en isquemia

cerebral.
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9. CONCLUSION

El Copolimero 1 es capaz de modular la respuesta inmunoldgica en los plexos coroideos
a través del incremento de linfocitos T CD8+ que estimulan la produccién de la IL-10 y
factores de crecimiento BDNF, NT-3 e IGF-1 que inducen el incremento de la
neurogénesis tanto en la ZSV y ZSG del hipocampo en ratas con isquemia cerebral a 14

dias.

10. PERSPECTIVAS

e I|dentificar los subtipos de linfocitos T CD8+ en el LCR y en el tejido de los plexos
coroideos.

e Profundizar acerca de los mecanismos que ejerce Cop-1 sobre los linfocitos T
CD8&+.

e Analizar los mecanismos que ejerce Cop-1 en el parénquima cerebral y analizar si

son distintos a los que se llevan a cabo en los plexos coroideos.
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