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Resumen

Objetivo: Evaluar los cambios exofocales transcallosos después de lesion
isquémica focal en ratas, mediante marcacién inmunohistoquimica con el
anticuerpo monoclonal anti-NeuN (Mouse Anti-Neuronal Nuclei).
Meétodos: Se intervinieron 28 ratas machos Wistar adultas. Mediante el
modelo experimental de isquemia cerebral focal del territorio de la arteria
cerebral media por filamento intraluminal, se les ocasiond una lesion
focal en el hemisferio derecho. Posteriormente se evalu6 el hemisferio
contralateral, marcando la poblacién neuronal con el anticuerpo
monoclonal anti-NeuN. Se definieron cinco grupos de evaluacion: uno
de control, 24 horas, 96 horas, 10 dias y 20 dias. Se evaluaron los cambios
neuronales exofocales después de la lesion con base en la observacion de
los cambios en la inmunoreactividad de las neuronas al NeuN.
Resultados: Se redujo la inmunoreactividad en la corteza contralateral
a la lesion. Este fenomeno fue més notable en las capas supragranulares
después de 24 horas post isquemia. Después de 96 horas hubo una
disminucion generalizada de la inmmunoreactivity en las capas
supra e infragranulares. A los 10 y 20 dias, el tejido recobré alguna
inmunoreactividad NeuN, estos cambios se dieron en la capa VI.
Conclusiones: Los cambios inmunorreactivos a NeuN apoyan el proceso
de diasquisis interhemisférica. Los cambios en la inmunorreactividad
podrian indicar estrés metabolico secundario a la interrupcion en la

conectividad con el sitio de la lesion.
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Abstract

Objective: To evaluate transcallosal changes after a local ischemic
injury in rats by using the monoclonal marker anti-NeuN (Mouse
anti-neuronal nuclei).

Methods: Twenty eight adult, male, Wistar rats were subjected to
focal injury in the right hemisphere. The technique used was the
experimental model of focal ischemic injury through intraluminal
suture of the middle cerebral artery. Analyses were made for the five
groups: and after the lesion (control), at 24 hours, 96 hours, 10 days
and 20 days. Exofocal neuronal damage was inferred from neuronal
immunoreactivity changes to NeuN.

Results: In the cortex contralateral to the lesion, immunoreactivity was
diminished. This was most notable in the supragranular layers 24 hours
post ischemia. After 96 hours, there was a generalized diminishment
of the inmmunoreactivity in supra and infragranular layers. At 10 and
20 days, the tissue recovered some NeuN immunoreactivity, but there
were set changes in the VI layer.

Conclusion: The immunoreactive changes to NeuN support the
process of interhemispheric diaschisis. Changes in immunoreactivity
could indicate metabolic stress secondary to the disruption in

connectivity to the site of lesion.
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Introduccion

La enfermedad cerebrovascular es un problema de salud publica
en el mundo. Corresponde a la principal causa de incapacidad
permanente en adultos y la tercera causa de muerte en los paises
desarrollados'. Una de cada seis personas sufre accidentes
cerebrovasculares (ACV) como consecuencia de la enfermedad
cerebro vascular durante su vida y cerca del 30% presentan
disfunciones graves o permanentes que los hacen dependientes
de otras personas. De acuerdo al area cerebral comprometida,
las alteraciones pueden ser motoras, sensoriales, mnésicas o
cognitivas, entre otras, aunque por lo general el compromiso es
mixto® Las alteraciones pueden modificarse con el tiempo debido
a cambios exofocales ocasionados desde la lesién por un proceso
de plasticidad del sistema nervioso denominado didsquisis®”.

Los ACV se pueden dividir en isquémicos, por disminucion del
flujo sanguineo en determinada drea cerebral; o hemorragicos, por
rotura arterial intracraneal. La préctica clinica da cuenta de que
el 85% de los infartos cerebrales son isquémicos; uno de los mas
comunes es la isquemia focal por obstruccion de la arteria cerebral
media (ACM)°.

La isquemia cerebral es un proceso fisiopatoldgico caracterizado
por la disminucidn transitoria o permanente, focal o global, del
flujo sanguineo en el encéfalo que causa diferentes patrones de
disfuncién del tejido de acuerdo a la severidad y la duracién de la
isquemia’. Cuando el flujo de oxigeno y glucosa estd por debajo
de 10 mL/100 g/min, hay pérdida de la funcién de la membrana
celular por agotamiento metabdlico de las bombas de ATP, se pierde
el potencial i6nico y se presenta edema celular por incremento de
sodio intracelular; conduciendo en minutos a la necrosis del tejido
y al desencadenamiento de procesos inflamatorios®. Asimismo, hay
un aumento de la actividad eléctrica de las membranas celulares
al borde del foco; debido al aumento de potasio y glutamato
extracelular. Esto aumenta la excitabilidad en las células, incrementa
el gasto metabolico y lleva al crecimiento del area infartada. El area
directamente afectada se denomina foco isquémico y es la region
que muestra las primeras consecuencias de la lesion®°.

Adyacente al foco isquémico se establece la penumbra, un
area con poca perfusion en la que persiste un flujo residual,
capaz de mantener con vida a las neuronas. Sin embargo, éstas
son disfuncionales debido al estrés metabolico. Como en la
penumbra no se ha establecido la necrosis, es un drea susceptible
de recuperacion; no obstante, si no se presenta una adecuada
reperfusién se presenta necrosis y estabilizacion del déficit
clinico”. La penumbra es uno de los objetivos terapéuticos para
reducir las secuelas de la isquemia, dado que alli se desencadenan
procesos de angiogénesis necesarios para restablecer el flujo
sanguineo y al parecer, para estimular la neurogénesis endégena'?.
No obstante, hay sectores del drea de penumbra que no se restauran
y que a pesar de la normalizacién del flujo sanguineo, sufren
muerte celular apoptotica dias o meses después de la isquemia’.

La cascada isquémica no solamente afecta el foco y el area
de penumbra, sino también areas exofocales, ipsilaterales y
contralaterales a la lesion, ademas estructuras como el cerebelo,
el talamo, la sustancia negra y el hipocampo. Estas areas y las
estructuras se alteran en virtud de sus conexiones anatémicas o
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funcionales con el foco isquémico y con el area de penumbra'*'*

Este fenomeno no sélo se relaciona con procesos patoldgicos,
sino con la reorganizacion del sistema nervioso y recuperacién
funcional” y se observa en otros trastornos como tumores,
epilepsia y lesiones traumaticas'.

Hay evidencia de didsquisis transcallosa o contralateral debido al
hallazgo de afecciones cerebrales bilaterales tras lesiones unilaterales.
Teniendo como estimulo la lesion, la reorganizacién del hemisferio
no afectado se presenta gracias ala desinhibicion de vias comisurales
y al relativo incremento de la excitabilidad neuronal subcortical,
especialmente la talamica, probablemente como un recurso para
contrarrestar la pérdida de funcién contralateral®®. En este
sentido, las alteraciones exofocales contralaterales se pueden asociar
con plasticidad cerebral, mecanismos de reorganizacién neuronal®
y procesos compensatorios y adaptativos® . Se ha identificado que
si se realiza ablacion del cuerpo calloso los efectos contralaterales se
reducen o no se presentany que estos cambios generan tolerancia a
futuros eventos isquémicos* %,

En este aspecto, se ha descrito la activaciéon de mas de 80 genes
en la corteza cerebral ipsilateral y contralateral, en el hipocampo,
estriado y el tdlamo; estos genes se relacionan con modificaciones
circulatorias y metabolicas”’. También se ha demostrado
arborizacién dendritica y crecimiento axonal en el hemisferio
contralateral, expresién de neurotrofinas con recuperacion
motora y sensorial, relacionados con la organizacién del sistema
piramidal después de una isquemia®. Ademas, hay evidencia de
procesos de sinaptogénesis y neurogénesis en algunas dreas y
cambios adaptativos en la corteza entorrinal, entre otros*2>%.

Aunque no es claro el mecanismo de la diasquisis transcortical®,
clinicamente, se sabe que las alteraciones contralaterales
contribuyen al déficit neurolégico y a la heterogeneidad de signos
y sintomas a mediano y largo plazo como déficit cognitivo, pérdida
de memoria motora, afasia y amnesia episédica’ 2. No obstante,
se conocen pocas propuestas para tratar este aspecto del dafio
cerebral>*. De lo anterior se concluye que es importante el estudio
del hemisferio contralateral tras la lesion cerebral isquémica como
aporte a las teorfas de la recuperacién y reorganizacion de las
funciones cerebrales Esto reviste interés clinico debido a que en
muchas ocasiones la disfuncién y la recuperacién no se relacionan
directamente con el area y tamafio de la lesion®. Conocer la
fisiopatologia de la isquemia y los cambios transcorticales son
aspectos fundamentales para entender los procesos de restauracion
de los sistemas afectados por la lesion y, consecuentemente. poder
determinar el tipo de tratamiento mds eficaz.

El objetivo de esta investigacion fue la caracterizacion descriptiva
de los cambios corticales contralaterales en un modelo
experimental de isquemia cerebral focal para evidenciar procesos
de reorganizaciéon celular, con el fin de entender los cambios
fisiopatoldgicos. Se utilizé el anticuerpo monoclonal especifico
para neuronas anti-NeuN (Neuronal Nuclei - MAB377) con el
cual ademas del nucleo se logra marcar el soma y los procesos
proximales de las neuronas. La marcacién no incluye las células
gliales nilos componentes vasculares*™, a diferencia de los métodos
histolégicos convencionales que eventualmente pueden causar
“ruido” en las observaciones de las células. Dentro del nucleo, la
reactividad al NeuN se encuentra preferentemente en las zonas



Arango-Ddvila CA /et al/Colombia Médica - Vol. 47 N°2 2016 (Abr-Jun)

donde hay baja densidad de cromatina, y practicamente se excluye
de las areas que contienen ADN densamente empaquetado. La
desfosforilacion enzimatica suprime la inmunoreactividad al
NeuN, confirmando que éste es de hecho una fosfoproteina, y
se establece que la unién al anticuerpo depende del estado de
fosforilacion’®. Es claro que las circunstancias de fosforilacion de
proteinas se alteran significativamente en la isquemia. El NeuN se
ha identificado con la proteina Fox-3 que, como otras proteinas de
este tipo, regula el empalme del mRNA*.

En circunstancias patoldgicas como la isquemia cerebral, la
disminucién en la cuantificacion de células NeuN puede indicar
pérdida neuronal por necrosis*. Adicionalmente se ha descrito
una correlacion entre células apoptdticas, tunel positivo e
inmunoreactividad al NeuN, colocalizacion que relaciona la
disminucién de la inmunoreactividad al NeuN con muerte celular
apoptdtica®. Sin embargo, se ha establecido que la disminucién
en la inmunoreactividad al NeuN puede estar relacionada con la
deplecion de proteina o por disminucion de la inmunoreactividad;
cambios no necesariamente relacionados con muerte celular, pero
si con estrés metabolico celular”. Si consideramos que la didsquisis
transcallosa corresponde a un fenémeno de estrés celular, evaluar la
inmunoreactividad del NeuN en la corteza contralateral a la lesion
puede constituirse en un sensible marcador de fendmenos exofocales.

Materiales y Métodos

Se intervinieron 28 ratas machos Wistar adultas con un peso entre
240 y 320 g (promedio 280 g), con edad entre 120 y 180 dias;
siguiendo el protocolo para evitar el sufrimiento innecesario.

Procedimiento microquirtrgico

Después de un periodo de 6 h de ayuno, los especimenes
experimentales fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina
(40 mg/kg) y atropina (0.1 mg/kg) via intraperitoneal. La técnica
de isquemia cerebral aplicada en este trabajo fue desarrollada por
Zea et al.*®, y perfeccionada por Belayeb et al**. Bajo microscopio
quirdrgico se realizé una incision longitudinal en la linea media
del cuello. Se localizaron y disecaron la arteria cardtida comun
y la arteria carétida externa (ACE), que se secciond, quedando
asi libre la ACE y ligada en su extremo. Un segmento de nylon
monofilamento 4-0 de 3.5 cm se introdujo por el extremo del
fondo de saco correspondiente a la ACE hasta una longitud de
17.5 mm y se fij6. Al cabo de 90 min se hala el nylon a través de la
herida quirdrgica y se dejo alojado su extremo en el fondo de saco
de la ACE para iniciar la reperfusion. A los cuatro especimenes
del grupo control se les realizé todo el procedimiento descrito
a excepcién de que el nylon monofilamento 4-0 no se introdujo
hasta el nivel de la ACM. Durante el procedimiento quirurgico
se evalud regularmente la funcién cardiorrespiratoria y la
temperatura rectal. Se mantuvo la temperatura a 37° C mediante
una lampara de calor. Se establecieron cinco grupos, uno control
con cuatro especimenes, y los cuatro restantes con sobrevida de 24
h, 96 h, 10 dias y 20 dias cada uno con seis especimenes.

Inmunohistoquimica

Al tiempo correspondiente, los especimenes de cada grupo
fueron anestesiados y perfundidos por via transcardiaca a través
del ventriculo izquierdo con 200 mL de solucién salina al 0.9%
seguido de 200 mL de una mezcla de paraformaldehido (4.0%),
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lisina y periodato de sodio en buffer fosfato 0.1 M (pH 7.4).
Seguidamente los cerebros se retiraron de la caja craneal y se
dejaron en el fijador. Después se practicaron 10 cortes coronales
de 30 pm de espesor en el vibratomo de medio liquido, los cortes
se realizaron de acuerdo con las coordenadas del Atlas de Paxinos
y Watson de forma secuencial anteroposterior partiendo del
punto interaural 10.7 con bregma 1.7, cada milimetro hasta el
punto interaural 3.7 con bregma -5.3. Los cortes se incubaron
con el anticuerpo primario NeuN (Neuronal Nuclei - MAB377
Chemicon) por 8 h, después se lavaron en buffer fosfato 10 mM
(pH 7.4) y se hicieron reaccionar con el anticuerpo secundario
utilizando el kit de avidina biotina (vectastain), para ser revelados
utilizando diamino benzidina contrastado con niquel (ABC kit
vector laboratories). Los cortes seleccionados de las muestras
como control al proceso de inmunohistoquimica tuvieron el
mismo procedimiento anteriormente descrito, excepto por la
incubacidn con el anticuerpo primario.

Los cortes de los diferentes tiempos experimentes fueron tenidos
con 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) para observar el
area infartada, para este tipo de tincién vital uno de las ratas de cada
uno de los grupos no fue perfundida, se anestesié profundamente y
se decapito, se retir6 rapidamente el cerebro de la caja craneal. Los
cerebros fueron cortados coronalmente cada 2 mm a partir del polo
frontal utilizando una matriz cerebral (Stoelting). Las secciones
cerebrales fueron sumergidas en una solucién amortiguadora de
fosfato salino (PBS) 0.1 M pH 7.2 que contenia TTC al 0.5% por
30 min a 37° C. Finalmente, las secciones tefiidas fueron fijadas
en formalina al 4% y mantenidas a 4° C. Seis secciones por cada
cerebro fueron fotografiadas en sus aspectos anterior y posterior
y las dreas isquémicas fueron medidas manualmente de manera
ciega. El analisis morfométrico y volumétrico implicé corregir el
error ocasionado por el edema, para lo cual se utiliz6 la féormula
[(4rea del hemisferio normal/area del hemisferio infartado) x 4rea
del infarto]*!. Todos los especimenes experimentales presentaron
lesién en un area proporcional al corte coronal aproximado en
Bregma 2.04 mm de 39.4 + 4.2%. No hubo diferencias mayores entre
los especimenes y la variabilidad en el tamaio entre los grupos fue
muy baja. El volumen del dafio isquémico se calculé integrando el
area de la lesion corregida de los diferentes cortes coronales con
la coordenada anteroposterior*?, de esta manera el resultado se
expresa en milimetros ciibicos de lesion, se observo una importante
homogeneidad en los diferentes especimenes 162.5 + 17.5 mm®.

La evaluacion de los cortes procesados para NeuN por
inmunohistoquimica se realizd de manera cualitativa
semiestructurada puesto que cada uno de los investigadores
examiné de manera independiente las placas a 10x y a 40x con los
cortes delos especimenes del grupo control y delos experimentales,
centrando la atencién en cortes correspondientes a corteza
frontoparietal, esto se hizo de manera sistemadtica siguiendo
una secuencia codificada con un orden previamente establecido
y sin conocimiento del tipo de espécimen que se encontraba
observando. Previo a este procedimiento se realizo una evaluacién
y entrenamiento de todos los investigadores para garantizar la
mayor objetividad posible en las observaciones. Se inicié con una
observacion global de las laminas a 10x y después una revisién
lamina por lamina a 40x desde la I a la VI, prestando atencion al
grado de inmunoreactividad de las neuronas al NeuN (intensidad
de la inmunoreactividad similar al control v/s intensidad de la
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inmunoreactividad menor que el control — morfologia neuronal
similar al control vs morfologia neuronal diferente al control).
Cada una de las descripciones fueron registradas en el mismo tipo
de formato para ser recopiladas por el investigador principal, se
seleccionaron imagenes para el analisis de resultados cuando la
coincidencia en la observacion fue del 80% o mas. Para obtener
las imdgenes se les solicité a los investigadores seleccionar tres
patrones consideradas por ellos como representativas de cada
cambio observado como relevante, de esta seleccién a su vez el
investigador principal tomo al azar las imagenes para ilustrar la
publicacién y para el analisis final.

Por otro lado se cuantificaron los cambios en el nimero de células
NeuN positivas de la ldmina VI: se demarcaron tres areas de
tamafo similar por cada uno de los especimenes, se fotografiaron
y se procesaron en blanco y negro al 50% en el formato de imagen
del programa World de Office, se imprimieron las imagenes y se
contaron manualmente las neuronas. Cada uno de los investigadores
envio los resultados y se integraron mediante una sumatoria simple
para definir la proporcién de neuronas con relacion al control.

Etica

El control del estado de los 28 sujetos en todas las fases de la
investigacion se realiz6 utilizando un protocolo de supervision que
establece criterios paraevitar el sufrimiento innecesario, especialmente
después de la intervencidn quirtrgica. El protocolo experimental fue
evaluado y autorizado por el comité de ética de la Universidad Libre
de Cali, cumple la normativa vigente de la Comunidad Econémica
Europea para el uso y cuidado de los animales utilizados para la
experimentacion y otras finalidades cientificas (Strasbourg, 15 junio
del 2006) y de la legislacion colombiana (Ley 84 de 1989 y Resolucion
No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud) sobre ética, cuidado y
control de animales para fines experimentales.

Resultados

Se procesaron del grupo control 6 especimenes, de los grupos
experimentales de 24 h: 4 especimenes, 96 h: 5 especimenes, 10
dias: 5 especimenes y 20 dias: 4 especimenes.

Figura 1. Corte coronal tefiido con TTC después de isquemia cerebral focal y
reperfusion con la técnica de filamento intraluminal. En A, se observa palida el area de
lesion que incluye corteza cerebral y ganglios basales. A la derecha se observa la corteza
cerebral ampliada a 10x en la que se diferencian las neuronas marcadas con NeuN
organizadas en laminas. Las observaciones descriptivas de todos los especimenes se
tomaros del sector aproximado senalado en la imagen que corresponde a un corte
coronal en Bregma 2.04 mm. (A barra=2 mm, B barra= 250 um).
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La mortalidad en las ratas fue del 21%, distribuida por grupos ast:
Control (0%), 24 h (7.1%), 96 h (3.6%), 10 dias (3.6%) y 20 dias
(7.1%).

En este estudio se evaluaron de manera cualitativa los cambios en la
region contralateral a la lesion de la corteza cerebral frontoparietal.
Los resultados se obtuvieron con base en los datos aportados por los
grupos de ratas experimentales confrontados con el grupo control y
el andlisis descriptivo de los cambios en la inmunoreactividad de las
neuronas al NeuN. En todos los especimenes sometidos a isquemia
y reperfusion se observé una lesion frontoparietal en el territorio
de la ACM del tejido ipsilateral a la lesion, lo que comprende una
pérdida de las caracteristicas anatomicas e histologicas con grados
de dano neuronal que van desde lesion evidente a las 24 h, hasta
pérdida total del tejido con formacién de zonas quisticas (Fig. 1),
como lo hemos reportado en otros estudios****.

A las 24 h, en zona contralateral se presentaron cambios en
las neuronas con disminucién de la inmunoreactividad al
NeuN en comparacién con los controles (Fig. 2 C y D), estos
cambios son notables en las laminas supragranulares. A las 96 h
postisquemia, en la corteza del hemisferio contralateral a la lesion,
es caracteristica la diminucién de la inmunoreactividad celular
en capas supra e infragranulares. Ademas, se aprecian nucleos
celulares con fraccionamiento y consolidacién con apariencia
morfolégica que se asemeja a la fragmentacion nuclear observada
en la muerte celular apoptdtica (Fig. 2 E y F). A las 96 h se aprecian

Figura 2. Imdgenes representativas de la inmunoreactividad al NeuN en corteza
frontoparietal contralateral a la lesiéon isquémica en un modelo experimental
de isquemia cerebral focal de la arteria cerebral media. A y B, imagenes control
de la zona infragranular a nivel de la lamina V donde se observa una adecuada
inmunoreactividad a las 24 h. C y D, disminucion de la inmunoreactividad a las 24
h en corteza cerebral supragranular a nivel de la lamina III (flechasen D). EnEy E a
las 96 h, se observa en corteza cerebral infragranular a nivel de la lamina V, neuronas
y nucleos celulares con inmunoreactividad heterogénea (las flechas delgadas senalan
neuronas con disminucion de la inmunoreactividad, las flechas gruesas neuronas
con nucleos fraccionados y consolidados). G y H, inmunoreactividad a los 10
dias, supragranular a nivel de la ldmina III similar al control. Las observaciones
descriptivas de todos los especimenes corresponden a cortes coronales entre Bregma
1.80 mm a 2.16 mm, aproximaciéon mediodorsal 3.85 a 4.8 mm y dorsoventral 2 a 3
mm. (Primera columna barra= 250 pm, segunda columna barra= 25 um).
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CONTROL

10DIAS 20DIAS 20DIA

Figura 3. Imagenes representativas de la inmunoreactividad al NeuN de la lamina
VI en corteza frontoparietal contralateral a la lesién isquémica en un modelo
experimental de isquemia cerebral focal de la arteria cerebral media. A control,
B a F cambios en la lamina VI notable en el transcurso del tiempo, se sefialan con
los recuadros areas con alteracion en la inmunoreactividad al NeuN y aparente
disminucion de la celularidad, en F con vista panoramica a 10x de aumento, la
pérdida se observa en parches en algunos sectores de la lamina VI. El nimero de
neuronas inmunoreactivas disminuye en un 4.5 % a las 24 h, 22.7 % a las 96 h,
36.4% a los 10 dias y 40.9% a los 20 dias. (barra A a E= 300 pm, F= 400 pm).

areas de transicién de un tejido organizado a uno donde se pierde
la apariencia citoarquitectdnica especialmente en la capa VI, que
incluye areas de alteracion en la continuidad de la ldmina y una
aparente pérdida neuronal (Fig. 3C).

Diez dias postisquemia, en el hemisferio contralateral a la
lesidn, se observaron las ldminas corticales sin cambios en la
inmunoreactividad al compararlas con el control (Fig. 2G y H).
A los 20 dias postisquemia el hallazgo es indiferenciable de los
encontrados en los especimenes de 10 dias que consiste en una
inmunoreactividad al NeuN similar a los controles; diferente de lo
observado en las muestras de 24 y 96 h.

Una observacion interesante consistié en que en el 60% de las ratas
Winstar se presentaron alteraciones en la morfologia de la lamina
VI (Fig. 3), cambios que se detectaron de forma mas evidente a
las 96 h postisquemia (Fig. 3C) y que se continuaron observando
hasta los 10 dias (Fig. 3D) y 20 dias (Fig. 3E), se pudo apreciar
en ésta lamina una alteracion de la citoarquitectura del tejido y
una disminucién y pérdida de la inmunoreactividad neuronal
progresiva: con relacion a la cuantificaciéon de neuronas en los
controles que definimos como proporcién del 100%, el niimero de
neuronas inmunoreactivas disminuy6 al 95.5% y 77.3% a las 24 y
96 h respectivamente, a los 10 y 20 dias la cantidad de neuronas
inmunoreactivas corresponde al 63.6% y 59.1% respectivamente.
En vista panoramica a 10x de aumento, la pérdida se observo en
parches en algunos sectores de la ldmina VI (Fig. 3F).

Discusion

Elanalisisdeloscambiosenlasneuronasdelhemisferio contralateral
a una lesion isquémica focal ha sido poco evaluado mediante el
uso de marcadores especificos para la poblaciéon neuronal®*.
Nagasawa y Kogure* no encontraron anormalidades histologicas
en el hemisferio contralateral después de una isquemia cerebral
focal en un modelo experimental igual al nuestro. Utilizaron la
tincion de Nissl y de hematoxilina que no es especifica para la
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poblacién neuronal®. Por otro lado, se han encontrado diferencias
en la susceptibilidad al infarto cerebral entre las diferentes cepas
de ratas”, lo que podria tener relacién con la heterogeneidad
de los resultados de diferentes investigaciones, sobre todo en lo
referente a cambios exofocales contralaterales.

Eneste estudio se tuvo en cuentala intensidad delainmunoreactividad
como medida fisiopatoldgica de dafio cerebral isquémico como se
ha senalado en otros trabajos**. Los cambios mas significativos
se encuentraronn en areas dorsolaterales en ambos hemisferios,
regiones que sufren en este modelo mayor pérdida neuronal ipsilateral
y cambios en la inmunoreactividad de las neuronas en corteza
contralateral. En la regién frontoparietal ipsilateral a la lesion, se
observaron diversos grados de dafio neuronal que van desde necrosis
evidente a las 24 h, hasta pérdida total del tejido con formacion de

zonas quisticas, como se reporta en otros estudios*>*.

Con relacién a los cambios exofocales en corteza contralateral a
la lesion, nuestro estudio tiene tres aspectos a resaltar. En primer
lugar, a las 24 h después de la isquemia se evidencié disminucién
de la inmunoreactividad al NeuN en las laminas supragranulares
de la corteza frontoparietal contralateral a la lesion, a las 96 h, los
cambios son evidentes tanto en las liminas supragranulares como
en las infragranulares. Llama la atencién que algunas neuronas, a
las 96 h, presentaron una inmunoreactividad que dan cuenta de una
aparente fragmentacion de los nucleos, hasta ahora no descritos con
NeuN (Fig. 2F). Es importante resaltar que en estudios previos han
establecido una colocalizacién de neuronas con disminucién de la
inmunoreactividad al NeuN y prueba de tinel positiva®.

En segundo lugar, 10 y 20 dias después de la isquemia, la
inmunoreactividad al NeuN previamente atenuada se restablecid
en las zonas supragranulares e infragranulares, pero se evidencié
una alteracion de apariencia residual en la lamina VI (Fig. 3) dado
que permanece desde las 96 h hasta los 20 dias posterior a la lesion
isquémica. Previamente se han descrito procesos de plasticidad
cortical relacionados con conexiones tdlamo-corticales dado que
la respuesta de la corteza podria tener relacién con las aferencias
que provienen del talamo a la lamina VI**®. Se plantea entonces
que aparte de las sefales de deaferentacion del foco isquémico
a través del cuerpo calloso, las aferencias taldmicas tendrian un
efecto en la reorganizacion cortical'” .

En tercer lugar, se ha sefialado que los mecanismos de los
cambios exofocales transcallosos involucran las conexiones
comisurales y la modulacién de las sinapsis*'>*'. Se ha observado
hiperexcitabilidad en el hemisferio contralateral y cambios en
el metabolismo que podrian tener relacién con estos cambios
exofocales transcallosos®®. La disminuciéon en la actividad de
neuronas gabaérgicas del hemisferio lesionado y el incremento de
la actividad glutamatérgica ocasionado por la isquemia se puede
traducir en una sobreexcitacion en el hemisferio no lesionado®.
De esta manera podria explicarse la reorganizacion de funciones
motoras después de un ACV*". Se ha descrito que en ratas
sometidas a isquemia focal el cortex motor en el hemisferio no
isquémico sufre un proceso de reduccion de las espinas dendriticas,
seguido de arborizacion en las ldminas infragranulares. En el pico
del crecimiento dendritico, 18 dias después de la isquemia, la
densidad sinaptica en las laminas infragranulares y la densidad de
espinas es normal’®.
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Este es un estudio descriptivo de la inmunoreactividad al NeuN en
corteza contralateral a la lesién. Si bien nos permite observar una
secuencia de eventos relacionados con la intensidad de la reaccién
inmunohistoquimica y apreciaciones morfologicas, el resultado
debe ampliarse en estudios posteriores en los cuales se puedan
evaluar las densidades oOpticas y la cuantificaciéon de neuronas.
Faltan otros estudios ademds, que permitan ampliar el papel
del anticuerpo NeuN como marcador de estrés celular y posible
marcador de muerte celular.

Conclusion

Este estudio muestra de manera descriptiva los cambios en corteza
cerebral contralaterales a la lesion después de una isquemia focal
transitoria en el territorio de la arteria cerebral media en un
modelo experimental en ratas. Se toma la inmunoreactividad al
NeuN como el principal medio de analisis. Hasta el momento no
se conocen estudios de diasquisis transcallosa con observacion
de dicho marcador. Se presentd especificamente variacion en
la intensidad de la inmunoreactividad al NeuN en funcién del
tiempo desde las 24 h hasta los 20 dias, observandose una respuesta
subcrénica en zonas supragranulares y después infragranulares,
es significativa la observacion de cambios en la lamina VI que
perduran desde las 96 h hasta los 20 dias. En términos funcionales,
la importancia de los cambios en la inmunoreactividad neuronal
al NeuN podria estar asociado con procesos de reorganizacion
celular adaptativa contralateral después del evento isquémico en
la que participarian proyecciones cortico-corticales y cortico-
talamicas, asi como circuitos locales.
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