ARTICULO ESPECIAL

ISSN 0025-7680

MODELOS ANIMALES DE LESION Y REPARACION DEL CEREBRO EN DESARROLLO

EDUARDO CUESTAS?!, ALFREDO CACERES?, SANTIAGO PALACIO?

1Servicio de Pediatria y Neonatologia, Hospital Privado; 2Instituto de Investigaciones Médicas
Mercedes y Martin Ferreyra, INIMEC-CONICET, 3Servicio de Neurologia, Hospital Privado,
2da- Catedra de Neurologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba

Resumen  Gran parte de la morbilidad y mortalidad neonatal estan determinadas por la lesion del cerebro en de-
sarrollo. Un considerable nimero de los nifios afectados presentaran secuelas neurolégicas a largo
plazo. A pesar de la importancia médica y social que presenta el problema, los avances alcanzados por la medici-
na neonatal no cuentan aln con una terapéutica eficaz para prevenir o aminorar las consecuencias de la lesion del
cerebro en desarrollo. En la siguiente revision nos proponemos actualizar las investigaciones mas recientes en
relacion a los mecanismos de lesion y reparacion del cerebro en desarrollo, basados en modelos animales que
ilustran sobre los mecanismos plasticos de adaptacion neuronal y funcional; el fin es un mejor conocimiento de los

citados procesos que ayude al clinico en la practica cotidiana de la neonatologia.
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Abstract Animal models of injury and repair in developing brain. Brain injury is a major contributor to neo-
natal morbidity and mortality, a considerable group of these children will develop long term neurologi-
cal sequels. Despite the great clinical and social significance and the advances in neonatal medicine, no therapy
yet does exist that prevent or decrease detrimental effects in cases of neonatal brain injury. Our objective was to
review recent research in relation to the hypothesis for repair mechanism in the developing brain, based in animal
models that show developmental compensatory mechanisms that promote neural and functional plasticity. A better

understanding of these adaptive mechanisms will help clinicians to apply knowledge derived from animals to hu-
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man clinical situations.
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Los progresos recientes de la medicina neonatal han
permitido disminuir la mortalidad y la morbilidad a largo
plazo, especialmente en los recién nacidos con edad
gestacional menor de 32 semanas?; este fenomeno se
debe en parte al conocimiento mas detallado de la pato-
logia de los neonatos prematuros y al mejor cuidado in-
tensivo de los recién nacidos con bajo peso extremo
(<1250 g). Aunque la incidencia de hemorragia intraven-
tricular y de leucomalacia periventricular han disminuido
en este grupo de pacientes, el nacimiento prematuro pre-
senta todavia, a largo plazo, una frecuencia considera-
ble de discapacidad neuroldgica, conductual y cognitiva.

Varios trabajos de investigacion sugieren que existe
la capacidad para reparar las lesiones del cerebro en
desarrollo. Se han documentado mecanismos compen-
satorios del desarrollo que pueden promover plasticidad
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neuronal y funcional, evidenciando la habilidad del cere-
bro para regenerar y reemplazar en forma potencial cé-
lulas dafiadas?.

En el presente escrito revisamos la bibliografia dis-
ponible sobre los procesos de lesién del cerebro pre-
maturo y analizamos las hipotesis sobre los mecanis-
mos de reparacion de indole molecular y celular en los
diferentes estadios evolutivos del cerebro en desarrollo
basados en modelos animales. Un mejor conocimiento
de estos mecanismos de adaptacion moleculares y ce-
lulares puede ayudar al clinico a entender, aplicar y re-
solver situaciones que potencialmente requieran protec-
cion del cerebro en desarrollo, durante el diario queha-
cer de la medicina neonatal.

El desarrollo Unico del cerebro humano

El proceso de desarrollo de la neocorteza en el ser hu-
mano es admirablemente plastico y se desenvuelve con
un patréon de progreso constante. Cualquier distincion
entre el cerebro humano y el de otros primates y mami-
feros inferiores, reside en las caracteristicas particula-
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Fig. 1.— Mecanismos de lesion cerebral en el recién nacido.

res del desarrollo del hombre propiamente dicho, espe-
cialmente el del cerebro. Se han identificado al menos
cinco elementos que diferencian al desarrollo del cerebro
humano del de otras especies de mamiferos, estos son:
1) La conservacion del crecimiento neuronal fetal des-
pués del nacimiento; 2) la migracion de las células hacia
el tAlamo dorsal; 3) la elevada actividad transcripcional;
4) la forma especifica del gen FOXP2, como critico para
el habla y el lenguaje; y 5) la continuacién de la madura-
cion del cerebro en la vida adulta. Conociendo estos ele-
mentos y basados en observaciones clinicas de patrones
de lesion, ciertos grupos de investigadores han intentado
crear modelos animales de lesion y reparacion del cere-
bro en desarrollo que provean informacion util para ser
transferida al &mbito clinico de la medicina perinatal.

Observaciones clinicas de los patrones de
lesion en el recién nacido humano

Los patrones de lesion después de una injuria hipdxico-
isquémica sobre el cerebro en desarrollo dependen de la
gravedad del insulto y de la edad en que se produce.
Sabemos por estudios seriados basados en imagenes rea-
lizados en seres humanos y confirmados por histopa-
tologia, que las lesiones evolucionan en dias 0 aun en
semanas. Las diferentes regiones del cerebro presentan
distintas susceptibilidades a la injuria dependiendo de su
estado madurativo. El cerebro inmaduro responde al in-
sulto hipoxico-isquémico cuando éste ocurre temprano en
la gestacion y el producto nace prematuramente, con la
pérdida de una importante cantidad de oligodendrocitos
en desarrollo y de las neuronas inferiores de la placa
neurogénica; estas Ultimas células aparecen transitoria-
mente durante el desarrollo del sistema nervioso y jue-
gan un rol critico en la formacion de las conexiones entre

el talamo y la corteza visual. En el neonato a término, en
cambio, la injuria hipoxico-isquémica afecta determina-
das neuronas en los nucleos grises de la base y la corte-
za perirolandica. Otras células nerviosas, fundamental-
mente las que expresan la 6xido nitrico-sintetasa, son mas
resistentes a la hipoxia; dichas células, en los nacleos
basales, participan ademas en los procesos de estrés
oxidativo y excitotoxicidad que llevan a la muerte a las
neuronas vecinas. La inflamacion y la apoptosis median-
te los receptores de citoquinas, son otros de los mecanis-
mos involucrados de dafio y muerte celular (Fig. 1).

Las crias de roedores constituyen un
modelo animal adecuado para estudiar
el cerebro prematuro frente al insulto
hipéxico-isquémico

Las variadas discapacidades en el desarrollo neuroldgico
que presentan los prematuros de muy bajo peso al na-
cer, sugieren que el nacimiento prematuro interrumpe
patrones genéticamente programados en la génesis ce-
rebral.

Para desarrollar un modelo clinicamente relevante de
los efectos del nacimiento prematuro sobre el cerebro
en desarrollo, se debe utilizar un modelo animal que
muestre que la injuria infligida experimentalmente resul-
ta en cambios neuropatolégicos similares a los observa-
dos en los nifios prematuros, y que dichos cambios se
relacionen con las conductas y alteraciones clinicas pre-
sentes en este grupo de pacientes®. Al igual que el cere-
bro del prematuro humano al final del segundo trimestre
de gestacion, la generacion neuronal en el equivalente
murido esta completada en la mayoria de las regiones
cerebrales, junto a una pronunciada proliferacién axonal
y dendritica, mientras que la sinaptogénesis esta recién
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comenzando, constituyendo de esta manera un modelo
analogo de desarrollo cerebral.

La literatura indica que la privacién de oxigeno es la
causa mas importante de las discapacidades en el de-
sarrollo neuroldgico que presentan los recién nacidos
prematuros* 5. Aunque la hemorragia intraventricular, la
leucomalasia periventricular® y la ventriculomegalia son
las entidades mas comunmente reconocidas y estudia-
das dentro de las alteraciones producidas por las ano-
malias del flujo sanguineo cerebral, la hipoxemia es par-
ticularmente prevalente entre los recién nacidos de muy
bajo peso, y es el denominador comun de estas anor-
malidades. Las investigaciones en modelos de hipoxia-
isquemia e hipoxia simultaneas’ sobre roedores prema-
turos han mostrado lesiones focales del cerebro en de-
sarrollo, mientras que la exposicion de animales jove-
nes solamente a hipoxia resulta en lesion global del cere-
bro. En crias de ratas y ratones expuestas a periodos
considerables de hipoxia se ha observado disminucién
del peso cerebral, de los volimenes corticales y del ta-
mafio neuronal, junto a ventriculomegalia. El desarrollo
de las espinas dendriticas también esta deteriorado en
estos animales®. Un reciente andlisis molecular de los efec-
tos de la hipoxia cronica sub-letal sobre ratones recién
nacidos muestra disrupcion en aquellos genes encarga-
dos de la sinaptogé-nesis®. Posteriormente, los animales
gue sobreviven a la hipoxia cronica en el periodo neonatal
presentan hiperac-tividad y deterioro en la memoria es-
pacial.

Tomados en conjunto, estos datos permiten inferir
que la hipoxia cronica resulta en alteraciones significati-
vas en el desarrollo y la maduracion del cerebro en roe-
dores recién nacidos, las que son similares a las que se
encuentran en los recién nacidos humanos de muy bajo
peso al nacer.

El sindrome de encefalopatia
neonatal humana

La encefalopatia neonatal humana se expresa clinica-mente
como una encefalopatia que evoluciona desde el letargo o
la hiperexitabilidad al estupor, en dias o semanas. Pero
muy a menudo, es una entidad que elude el diagndstico,
especialmente en los prematuros de muy bajo peso, pues
la clinica sugerente del sindrome no se presenta a esta
edad, o es atribuida muchas veces a la misma inmadurez.
La gran frecuencia de presentacion de signos y sintomas
sutiles conducen comunmente a un retraso del diagndsti-
co de pardlisis cerebral, de dificultades en el aprendizaje, y
de trastornos complejos de la conducta hasta edades muy
avanzadas. Fuera de la encefalopatia propiamente dicha,
la lesion cerebral puede manifestarse luego como sindro-
me convulsivo de presentacion inusual®® o una encefalopatia
isquémica del nifio o del joven.
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Neurogénesis postnatal y reorganizacion del
cerebro en desarrollo luego de una lesion

Multiples estudios en crias de ratas y ratones han de-
mostrado que el cerebro puede reorganizar patrones de
conexiones para recobrarse o compensar las lesiones
durante el desarrollo!; este fendmeno de plasticidad se
ha atribuido tanto al incremento de la neurogénesis y de
la sinaptogénesis como a la reorganizacion de circuitos
preexistentes!?. Se considera plausible que los recién
nacidos presenten patrones de reorganizacion de las
conexiones neuronales cuando éstas se encuentran ain
en un periodo de refinamiento; sin embargo, la forma como
el cerebro en desarrollo se recupera realmente de la inju-
ria, sea por regeneracion celular o por reconstruccion de
circuitos preexistentes, es materia de controversia.

Se sabe desde hace algunos afios que ciertas regio-
nes del cerebro postnatal y aun adulto, contienen célu-
las madre capaces de constituirse en células neurogé-
nicas, pero hace relativamente poco tiempo se ha de-
mostrado este fendmeno en una variedad considerable
de mamiferos, incluyendo el hombre®® 4. Aunque las cé-
lulas madre estan presentes en todo el cerebro, sélo
aquellas ubicadas en la zona sub-ventricular del cerebro
anterior y en la capa sub-granular del nacleo dentado
parecen ser capaces de neurogénesis in vivo. Estas dos
regiones proveen de neuronas al bulbo olfatorio y al pro-
pio nucleo dentado respectivamente.

Experimentalmente, las células granulosas genera-
das de novo en el hipocampo han mostrado integrarse
por si mismas dentro de circuitos preexistentes, tornar-
se eléctricamente activas y formar conexiones si-
napticas?®e.

La neurogénesis postnatal esta influenciada tanto por
el medio interno como por el externo. La neurogénesis
en el hipocampo declina con la edad y es suprimida por
el estrés'’ 18, en contraste, la proliferacion de células
progenitoras en el hipocampo es estimulada por los
estrégenos y por el ejercicio, mientras la supervivencia
de las neuronas recién generadas es promovida por un
medio peri-celular enriquecido?®. Los estimulos ambien-
tales positivos incrementan la sobrevida neuronal; en
consecuencia, la intervencion temprana protege las
neuronas lesionadas, posiblemente debido al aumento
de las concentraciones de neurotrofinas en el hipocam-
po?°. Como el enriquecimiento del medio mejora la me-
moria espacial en los modelos animales, alcanzar una
neurogénesis suficiente y un mantenimiento de las con-
diciones de sobrevida neuronal en el nucleo dentado
puede incrementar la habilidad de un animal para adqui-
rir nueva informacion.

Las células madre de la zona sub-ventricular postnatal
y del nucleo dentado también son capaces de respon-
der a una variedad de estimulos nocivos del medio in-
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terno. En el ratdén adulto, las células madre pueden re-
construir casi la totalidad de la zona sub-ventricular des-
pués de un 90% de destruccion de la regién®. Estas
células progenitoras dan origen a las neuronas pirami-
dales corticales, si es que ha ocurrido una apoptosis ge-
neralizada de la corteza cerebral, y también a las
neuronas piramidales del hipocampo y del nicleo estria-
do después de la isquemia experimental en ratas adul-
tas®. Las neuronas recién generadas son dirigidas ha-
cialaregion lesionada, sugiriendo que la neuronogénesis
es inducida por cambios locales en la expresién genética
luego de la injuria®®. También se ha descripto regenera-
cion superior al 40% en la capa piramidal CA1 del
hipocampo después de isquemia en ratas adultas, pero
sélo con posterioridad a la infusién de factor de creci-
miento de los fibroblastos (FGF) y de factor de creci-
miento epidérmico (EGF) en los ventriculos cerebrales.
Como el grado de regeneracién se acompafia de una
sustancial recuperacion de la conducta®, la elucidacién
de los mecanismos que median los eventos de regene-
racion neuronal son esenciales para desarrollar estrate-
gias en el tratamiento de la lesion cerebral. Reciente-
mente se ha sugerido que la recuperacion de la lesion
en el cerebro prematuro incluye la reactivacion de la glia
radial en las capas germinales, ya que en curso de los
dias posteriores al insulto isquémico se observa un in-
cremento de la proliferacion celular en la zona sub-ven-
tricular y en el nucleo dentado; estas células que co-
mienzan a dividirse luego de la injuria hipdxica parecen
ser una forma fenotipicamente determinada de glia ra-
dial. Incluso los astrocitos son capaces de “rejuvenecer”
y reconvertirse en células neuronogénicas. Recordemos
que los astrocitos se originaron a su vez en las células
madre de la glia radial, que constituyen los progenitores
embrionarios mitéticamente activos que normalmente
participan en el desarrollo del neuroepitelio emitiendo
prolongaciones basales y apicales entre las capas
ventricular y la pia. Dichas células serian las encarga-
das de generar las neuronas corticales durante la embrio-
génesis, mediante los procesos de mitosis simétrica y
asimeétrica, realizando largas migraciones desde su ori-
gen hasta su destino final o blanco en las diferentes ca-
pas de la corteza. Después que la corticogénesis termi-
na, la glia radial gradualmente retrae las prolongaciones
ventriculares dentro de los astrocitos multipolares, finali-
zando el proceso de neuronogénesis y, en este caso
particular, de recuperacion luego de un insulto hipoxico-
isquémico?.

Intervencién y neuroproteccién
farmacoldgica

Los modelos de intervencion en animales han demos-
trado que el cerebro inmaduro responde de manera di-
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ferente al cerebro adulto frente a la hipoxia-isquemia.
Las terapéuticas desarrolladas para disminuir la lesion
cerebral el adultos pueden empeorar los resultados en
los recién nacidos, posiblemente por acentuacion de la
apoptosis. Las drogas que bloquean los receptores de
n-metil-d-aspartato o que potencian los receptores de
acido y-aminobutirico disparan amplios mecanismos de
apoptosis en los roedores prematuros. Por esto, las dro-
gas que en sentido inverso activan estos receptores,
como el midazolan, el 6xido nitrico y el isoflourano, pro-
ducen una mejoria en la capacidad de aprendizaje cuan-
do se aplican a ratas de 7 dias sometidas a hipoxemia.
Otros principios activos como el alopurinol, la desferoxa-
mina y la 3-imibiotina interrumpen la injuria causada por
los radicales libres y han demostrado ser beneficiosos
en varios modelos animales*. Los efectos neuroprotec-
tores de la eritropoyetina han recibido recientemente
mucha atencion®.

Las células de la guia glial y la recuperacion
de la lesion del cerebro en desarrollo

Recapitulando, entendemos que se ha demostrado ex-
perimentalmente que la recuperacion de la lesion en el
cerebro del prematuro implica la reactivacion de la glia
radial en las capas germinales?. Por lo tanto, unos dias
después de la injuria hipdxica aguda o crénica, se pre-
senta un aumento de la proliferacion celular tanto en la
zona sub-ventricular como en el nucleo dentado, y las
células reactivadas comienzan a dividirse después de la
hipoxia; dichas células parecen ser también fenotipica-
mente una forma de glia radial. Esta abundancia de glia
radial tal vez sea secundaria al incremento de la prolife-
racion de dichas células después de la lesién, o a una
reversion de su involucién en astrocitos; por lo tanto,
luego de una lesion cerebral, los astrocitos son capaces
de rejuvenecer revirtiendo su proceso madurativo nue-
vamente hacia glia radial la cual, a su turno, permitira
generar nuevas neuronas. Sabemos ahora que el cere-
bro de los mamiferos aun después de la embriogénesis,
conserva ceélulas madre neurogénicas en la zona sub-
ventricular, especialmente en la pared lateral de los
ventriculos. Estas células generan nuevas neuronas que
migran a través de la corriente migratoria rostral hacia el
bulbo olfatorio, donde se diferencian en interneuronas
granularesy periglomerulares. Aunque dichas células son
activamente neurogénicas por division asimétrica, en esta
fase se presentan morfolégica y ultraestructuralmente
como astrocitos, teniendo la peculiaridad de expresar
proteinas acidicas fibrilares gliales (GFAP). Estos ha-
llazgos desafian el punto de vista clasico de que los
astrocitos se diferencian finalmente de la glia y pertene-
cen a un linaje separado de las neuronas. En la actuali-
dad, la hipétesis méas aceptada es que las células ma-
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Fig. 2.— Mecanismos de regeneracion neuronal del cerebro en desarrollo.FCF: factor de
crecimiento de los fibroblastos, EGF: factor de crecimiento epidérmico

dre de la zona sub-ventricular derivan de la glia radial.
Esta se caracteriza por presentar prolongados procesos
basales tipo RC2 positivos, que se extienden desde sus
cuerpos celulares en la zona ventricular hacia el parén-
qguima a través de la superficie cerebral, presentando
también los rasgos anatomicos de las células del linaje
astroglial, incluyendo prolongaciones envolventes sobre
los vasos sanguineos, filamentos intermedios y granu-
los de glucogeno. Como al final de la histogénesis algu-
nas células de la glia radial se diferencian en astrocitos
parenquimatosos, clasicamente ésta era vista como una
forma celular inmadura, cuya funcién era guiar a las
neuronas en su migracion e intervenir en la determina-
cion neuronal para el desarrollo cerebral. Sin embargo,
la observacion de que en las aves canoras la glia radial
persiste hasta la vida adulta, junto a los hallazgos reali-
zados en cerebros de roedores en desarrollo, demues-
tran que la glia radial da origen a neuronas, células
ependimales, oligodendrocitos y astrocitos propiamente
dichos, pudiendo ademas revertir nuevamente dicho ci-
clo, hacia células del sistema macroglial.

La glia radial expresa genéticamente receptores para
el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF), y varios
estudios in vitro sugieren al factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF2) como inductor de la proliferacion y
expansion de esos progenitores. El FGF2 podria también
tener importancia en la regeneracion del cerebro postna-
tal, ya que su concentracion estd aumentada en la fase
de recuperacion después de la hipoxia, asi como la ex-
presion de los receptores para FGF1 en la zona subven-
tricular®. Ademas hay que tener en cuenta los factores
genéticos y ambientales que tienen influencia sobre la
neurogénesis, tales como la secrecion de factores de cre-
cimiento y la “intervencion temprana” por enriquecimiento
del medio, que ciertamente pueden afectar una variedad
de procesos de crecimiento que incluyen la sinaptogénesis
y la formacion de fibras nerviosas. Es entonces esencial

poder discriminar dentro de un gran nimero de eventos,
aquellos que son criticos en forma directa para la recupe-
racion funcional. Son candidatos potenciales para esto
los genes que regulan los factores de crecimiento, sus
receptores, los mecanismos de transduccion intracelular,
los mecanismos que regulan la apoptosis, y los factores
de transcripcion que intervienen dentro de las células
madre para generar determinadas lineas celulares. Los
modelos adaptativos transgénicos en ratones que expre-
sen positiva 0 negativamente estas moléculas y sean ex-
puestos a hipoxia sub-letal, podrian representar adecua-
damente los mecanismos de desarrollo del cerebro pre-
maturo; ademas, estos modelos permitirian recapitular el
tipo de dafio que se presenta en los recién nacidos pre-
maturos, permitiendo probar mecanismos de recupera-
cién y potenciales tratamientos.

Las células gliales primitivas como las de la glia radial
pueden ser capaces de generar nuevas células para re-
parar el cerebro bajo condiciones en las que las células
maduras estan muriendo, permitiendo suponer que el ce-
rebro del recién nacido prematuro puede ser capaz de
desarrollar programas de regeneracion luego de la lesion
hipoxico-isquémica (Fig. 2). Restan aun por investigar los
mecanismos que promueven la proliferacion de esas cé-
lulas, su diferenciacion en neuronas y células gliales, y su
posterior integracion en circuitos nerviosos funcionales.
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Estaré aqui en su lugar una aclaracion. Durante mucho tiempo la historia argentina se escribié con
marcada tendencia a explicar los hechos como Unico resultado de la accion de ciertas personas,
dotadas de aptitudes excepcionales, que manejaban o conducian a las demas; con lo cual dejabase
de lado, por completo, el estudio de aquellas causas generales que, obrando sobre directores y
dirigidos, debieron influir necesariamente sobre el rumbo adoptado por los primeros, al crearles cier-
tas necesidades o ambientes especificos. La historia resbalaba hacia la biografia, y por momentos
hasta parecié que su papel se limitaba a poner en relieve los actos de esos pocos hombres merecedores
del recuerdo de la posteridad, mientras el resto desaparecia en la penumbra. la degeneracion de tal
tendencia condujo a ciertas investigaciones cuyo objetivo visible era descubrir, tras laborioso rastreo
de papeles viejos, algin prohombre olvidado, entre los miembros de la familia del investigador.

Juan Alvarez (1878-1954)
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