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RESUMEN 

 

En la zona subventricular (SVZ) del cerebro adulto convergen dos procesos biológicos 

importantes; por un lado, en la SVZ ocurre la neurogénesis, que se define como la génesis de 

neuroblastos a partir de células madres neurales (NSCs); y por otro lado, debido a su potencial 

proliferativo, actualmente se relaciona a la SVZ con la génesis y progresión de tumores 

cerebrales, como el glioblastoma multiforme (GBM). Se describe que una subpoblación de 

células de los GBMs, comparte numerosas características con las NSCs, destacando las vías de 

señalización y moléculas que las regulan. La vitamina C es una molécula que ejerce un efecto 

sobre estos dos tipos celulares, y por consiguiente, sobre la neurogénesis y la progresión 

tumoral. En relación a la neurogénesis, la vitamina C aumenta la generación de neuronas a 

partir de células precursoras embrionarias, y los cobayos deficientes en esta vitamina tienen un 

menor número de neuronas en el hipocampo adulto. En relación a la progresión tumoral los 

resultados son controversiales; se describe que la vitamina C aumenta la sobrevida de 

pacientes con cáncer, y por otro lado, que antagoniza el efecto de drogas quimioterapéuticas y 

favorece la progresión del tumor. Ahora bien, se desconoce el efecto de la vitamina C en la 

neurogénesis adulta de la SVZ y en la progresión tumoral de GBMs localizados en la SVZ. 

Para resolver estas interrogantes utilizamos el modelo animal del cobayo, debido a que su SVZ 

presentaría semejanzas con la SVZ humana ya que presenta una extensión del ventrículo 

lateral (EVL) similar a la descrita en el cerebro humano. Por otro lado, privando de vegetales a 

los cobayos se les puede inducir una deficiencia en vitamina C, igual que en humanos. De esta 

forma, nuestra hipótesis es que la estructura de la zona subventricular del cerebro de cobayo 

adulto es similar a la descrita en el cerebro humano, y que la deficiencia en vitamina C 

reduce la neurogénesis y la progresión de un tumor en esta región  

Mediante un análisis inmunohistoquímico y de inmunofluorescencia, identificamos y 

localizamos neuroblastos (tubulina ßIII +), células precursoras (BrdU +) y células ependimarias 

(vimentina +) en la SVZ y en la EVL. Determinamos que la EVL se encuentra revestida por 

células ependimarias y es rodeada por neuroblastos en migración. A través de un análisis 

ultraestructural, comprobamos que las células ependimarias poseen cilios y microvellosidades 

en su superficie apical y que los neuroblastos y astrocitos se disponen muy densamente bajo la 

pared ependimaria. Mediante un marcaje con BrdU determinamos que las células proliferativas 
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se concentran en la SVZ, mientras que en la EVL las células se encuentran en migración. 

Determinamos que la estructura de la EVL se mantiene en animales envejecidos, pero se reduce 

el potencial proliferativo de la SVZ. Analizamos el efecto de la deficiencia en vitamina C sobre 

la neurogénesis, demostrando que esta deficiencia disminuye significativa y progresivamente 

los neuroblastos en la SVZ y en la EVL, lo que se relaciona a una reducción de las células 

proliferativas. A través de un análisis ultraestructural, determinamos que en animales 

deficientes en vitamina C se produce una reducción en la cantidad de neuroblastos; sin 

embargo, los astrocitos se mantienen. En la EVL de animales deficientes determinamos que se 

produce una alteración en la morfología de las diferentes células. A continuación, mediante 

análisis de RT-PCR, de Western blot y de inmunohistoquímica, demostramos que el 

transportador de vitamina C, SVCT2, se expresa en el cerebro de cobayo, específicamente en 

células ependimarias, en neuronas y en vasos sanguíneos. Mediante un análisis ultraestructural, 

demostramos que SVCT2 se localiza de forma heterogénea en la superficie luminal de las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos. Posteriormente, mediante un análisis 

histopatológico y de inmunofluorescencia, estudiamos un modelo de GBM subventricular y el 

efecto de la deficiencia en vitamina C sobre la progresión tumoral. Determinamos que el 

modelo de GBM reproduce las principales características de los GBMs humanos y que la 

deficiencia en vitamina C reduce la vasculatura glomeruloide y la infiltración microglial en 

tumores U87 – MG, y asimismo, reduce la masa tumoral, la vasculatura glomeruloide, la 

invasión, la infiltración microglial y la proliferación en tumores C3. 

Concluimos que, dadas las similitudes con el humano, el cobayo es un buen modelo 

para estudiar la neurogénesis y la progresión tumoral. Adicionalmente, concluimos que la 

deficiencia en vitamina C altera la actividad y el potencial neurogénico de la SVZ del cerebro 

de cobayo adulto, y por otro lado, que la deficiencia en vitamina C actúa en forma anti-tumoral, 

alterando numerosos parámetros histopatológicos de la progresión tumoral de los GBMs. 
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ABSTRACT 

 

Two important biological processes converge in the subventricular zone (SVZ) of 

adult brain: firstly, the neurogenesis, which is defined as the genesis of neuroblasts from 

neural stem cells (NSCs), takes place in the SVZ; and secondly, the genesis and progression 

of brain tumors, such as glioblastoma multiforme (GBM), which are currently linked to the 

SVZ due to its proliferative potential. It has been described that a small population of the 

GBM cells shares several features with NSCs, highlighting the signaling pathways and 

molecules that regulate them. Vitamin C is a molecule that exerts an effect on these two 

cell types, and therefore, on neurogenesis and tumor progression. Regarding neurogenesis, 

vitamin C increases the generation of neurons from embryonic precursor cells, and vitamin 

C-deficient guinea pigs have fewer neurons in the adult hippocampus. Regarding tumor 

progression, the results are controversial; it is described that vitamin C increases the 

survival of cancer patients, and also that vitamin C antagonizes the effect of 

chemotherapeutic drugs and promotes tumor progression. However, the effects of vitamin 

C on the SVZ neurogenesis and tumor progression of GBMs located in the SVZ are 

unknown. To address these questions, we used guinea pigs as the animal model, since their 

SVZ has certain similarities with the human SVZ, and their brains have an extension of the 

lateral ventricle (EVL) similar to that described in the human brain. Furthermore, guinea 

pigs deprived from vegetables develop a vitamin C deficiency, like humans. Therefore, our 

hypothesis is that the structure of the subventricular zone of adult guinea pig brain is 

similar to that described in the human brain, and that the vitamin C-deficiency reduces 

neurogenesis and tumor progression in this region. 

By means of immunohistochemical and immunofluorescence analysis of the SVZ 

and ELV, we identified and located neuroblasts (ßIII tubulin +), progenitor cells (BrdU +) 

and ependymal cells (vimentin +). We determined that the ELV is lined by ependymal cells 

and is surrounded by migrating neuroblasts. Ultrastructural analysis proved that ependymal 

cells have cilia and microvilli on their apical surface and that neuroblasts and astrocytes are 

very tightly arranged below the ependymal wall. Using BrdU labeling we determined that 

proliferating cells are located in the SVZ, while migrating cells are detected in the ELV. 

We also determined that the ELV structure is preserved in aged animals, but the 
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proliferative potential of the SVZ is reduced. We analyzed the effect of vitamin C-

deficiency on neurogenesis and demonstrated a significant and progressive reduction of 

neuroblasts in the SVZ and ELV, which was related to a reduction of proliferating cells. By 

means of ultrastructural analysis, we determined that the amount of neuroblasts is reduced 

in deficient animals, but astrocytes are preserved. In the ELV of deficient animals we 

determined that the morphology of the different cells is altered. Then, by RT-PCR, Western 

blot and immunohistochemical analysis, we demonstrated that the vitamin C transporter, 

SVCT2, is expressed in the guinea pig brain, specifically in ependymal cells, neurons and 

blood vessels. Ultrastructural analysis revealed that SVCT2 is located on the luminal 

surface of endothelial cells from blood vessels, in a heterogeneous fashion. Subsequently, 

using histopathological and immunofluorescence analysis, we studied a subventricular 

GBM model and the effect of vitamin C-deficiency on tumor progression. We observed that 

the GBM model reproduces the main features of the human GBMs, and that vitamin C-

deficiency reduces glomeruloid vasculature and microglial infiltration in U87 - MG tumors, 

and likewise, reduces tumor mass glomeruloid vasculature, invasion, microglial infiltration 

and proliferation in C3 tumors. 

We conclude that, given the similarities with humans, the guinea pig is a good 

model to study neurogenesis and tumor progression. Additionally, we conclude that vitamin 

C-deficiency alters the activity and neurogenic potential of the SVZ from the adult guinea 

pig brain, and on the other hand, vitamin C-deficiency shows an anti-tumoral effect, 

altering several histopathologic parameters of the tumor progression of GBMs. 
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I. INTRODUCCION 

 

1.1. Neurogénesis en mamíferos adultos. 

 

La mayoría de los tejidos adultos poseen una reserva de células madres que pueden 

renovar los componentes celulares diferenciados de dichos tejidos; sin embargo, solo hasta 

hace pocos años se pensaba que el cerebro representaba una excepción a esta regla. La 

escasez de figuras mitóticas sumado a una casi total irreversibilidad de las lesiones del 

sistema nervioso, reforzaron la noción de que la población neuronal de un individuo adulto 

solo puede decrecer a lo largo del tiempo (Gross, 2000). Esta perspectiva comenzó a 

cambiar en los años 60 cuando se describió por primera vez la existencia de células con 

características de neuronas que incorporaban timidina tritiada (Altman, 1962). Más 

adelante, mediante un análisis ultraestructural, se confirmó que el marcaje con tritio incluía 

a células con características estructurales de neuronas (Kaplan y Hinds, 1977). Estos 

hallazgos sumados a una serie de estudios posteriores - primero en cerebros de aves 

(Goldman y Nottebohm, 1983), luego en cerebro de roedores (Bayer, 1983), humanos 

(Eriksson y col., 1998) y varias otras especies - permitieron desmentir que la neurogénesis 

se encontraba ausente en el cerebro adulto. Actualmente, se conoce que las células madres 

neurales (NSCs) persisten en regiones germinales restringidas del cerebro adulto, y dan 

origen a células gliales y también a neuronas (Lois y Alvarez-Buylla, 1993). Dos regiones 

germinales, denominadas nichos neurogénicos, albergan las NSCs en el cerebro de 

mamíferos adultos: la zona subventricular (SVZ), a lo largo de las paredes de los 

ventrículos laterales (VLs) (Lois y Alvarez-Buylla, 1993) y la zona subgranular (SGZ), en 

el giro dentado del hipocampo (Kaplan y Bell, 1984). 
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Uno de los hallazgos más determinantes en relación a la existencia de NSCs en el 

cerebro de mamíferos adultos fue presentado por Reynolds y Weiss en 1992, quienes 

aislaron células desde la SVZ de un cerebro de ratón adulto y demostraron que proliferaban 

en presencia del factor de crecimiento epidermal (EGF) y que formaban esferas de células 

precursoras indiferenciadas, a las que se les denominó neurósferas (Reynolds y Weiss, 

1992). Las neurósferas podían ser amplificadas para formar más neurósferas o 

diferenciadas a células gliales o neuronales al remover el EGF del medio de cultivo. De esta 

manera, mediante el ensayo de neurósferas fue posible demostrar que las células aisladas 

desde la SVZ presentaban las dos propiedades que definen a una célula madre: la capacidad 

de auto-renovación y multipotencia (Reynolds y Weiss, 1992). 

 

1.2. Nicho neurogénico en zona subventricular. 

 

Como se mencionó en la sección anterior, los principales nichos neurogénicos 

presentes en el cerebro de mamíferos adultos, son la SGZ y la SVZ. Esta última 

corresponde al nicho neurogénico más extenso, abarcando gran parte de las paredes de los 

VLs, y además, concentrando la mayor cantidad de NSCs, quienes cada día dan origen a 

miles de nuevas neuronas, también denominadas neuroblastos (Lois y Alvarez-Buylla, 

1994). La composición y arquitectura celular de la SVZ ha sido bien caracterizada por 

medio de técnicas inmunohistoquímicas y por análisis ultraestructural (Doetsch y col., 

1997). De esta forma, se han definido al menos cuatro tipos de células diferentes: los 

astrocitos de la SVZ o células tipo B, las células precursoras transientes o células tipo C, los 

neuroblastos o células tipo A y las células ependimarias o células tipo E (Doetsch y col., 

1997; Garcia-Verdugo y col., 1998). Las células ependimarias ciliadas componen un 
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Figura 1. Localización y cito-arquitectura de la zona subventricular del cerebro de 
ratón adulto.  
Se muestra un esquema del cerebro de un ratón adulto cortado en sentido frontal, indicando 
la localización de los ventrículos laterales (VLs). En la pared lateral de los VLs se localiza 
la SVZ (región ampliada) que está formada por cuatro tipos celulares: las células 
ependimarias (células celestes) que separan el lumen del ventrículo de la SVZ; los 
astrocitos (células verdes) que corresponden a las células madres neurales del cerebro 
adulto, se localizan bajo la pared ependimaria y presentan un proceso que contacta el lumen 
del ventrículo y otro proceso que contacta los vasos sanguíneos; las células tipo C (células 
amarillas) que corresponden a un precursor transiente que al dividirse generan a los 
neuroblastos y se localizan adyacentes a los astrocitos; y finalmente, los neuroblastos 
(células rojas) que corresponden a las nuevas neuronas generadas en la SVZ y se localizan 
formando agrupaciones rodeadas por astrocitos. 
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epitelio que separa la cavidad de los VLs de la SVZ. Bajo este epitelio, los neuroblastos se 

organizan formando cadenas que son rodeadas por astrocitos de la SVZ. Adyacente a las 

cadenas de neuroblastos, se localizan las células tipo C formando pequeños grupos 

(Doetsch y col., 1997) (Figura 1).  

Durante años la identidad de las NSCs adultas fue controversial, por un lado se 

proponía al astrocito de la SVZ como la NSC, y por otro lado, a la célula ependimaria 

(Johansson y col., 1999). Sin embargo, estudios posteriores confirmaron que las células 

ependimarias son quiescentes y que bajo condiciones normales no contribuyen a la 

generación de nuevas neuronas en ratones adultos (Chojnacki y col., 2009). Ahora bien, 

bajo condiciones patológicas, en el caso de un accidente cerebrovascular, se describió que 

las células ependimarias se activan, dando origen a neuroblastos y astrocitos, aunque sin ser 

capaces de auto-renovarse para mantener su propia población (Carlen y col., 2009). En 

paralelo, para identificar al astrocito de la SVZ como la NSC adulta, se realizaron 

infusiones de la droga antimitótica, citosina - ß - D - arabinofuranosido (Ara-C) durante 6 

días en cerebros de ratones adultos (Doetsch y col., 1999a). El tratamiento eliminó por 

completo a los neuroblastos y a las células tipo C, mientras que las células ependimarias y 

algunos astrocitos de la SVZ se mantuvieron. Doce horas después del tratamiento, los 

astrocitos de la SVZ comenzaron a dividirse, dando origen a las células tipo C, las que a su 

vez originaron a los neuroblastos. Dentro de 10 días, la SVZ se regeneró completamente; 

no obstante, a lo largo del experimento no se observó que las células ependimarias 

incorporaran marcadores mitóticos. (Doetsch y col., 1999a).  

En la actualidad se conoce que el astrocito de la SVZ se divide en forma asimétrica 

dando origen a otro astrocito de la SVZ (auto-renovación) y a una célula tipo C, la que 

corresponde a un progenitor de amplificación transiente con un potencial de diferenciación 
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más restringido que el astrocito de la SVZ multipotente (Ponti y col., 2013). La célula tipo 

C se divide simétricamente tres veces aproximadamente, dando origen a los neuroblastos y 

a su vez, los neuroblastos que se van generado en la SVZ migran en dirección rostral para 

diferenciarse a neuronas en el bulbo olfatorio (BO) y durante su migración se dividen 

simétricamente en una o dos ocasiones (Ponti y col., 2013).  

La SVZ constituye un microambiente muy propicio para la neurogénesis en donde 

diferentes factores modulan este proceso por medio de la regulación de la actividad de 

astrocito de la SVZ (Ihrie y Alvarez-Buylla, 2011; Lim y col., 2007b). Los astrocitos de la 

SVZ presentan características epiteliales, poseen un proceso apical que se introduce entre 

las células ependimarias y contacta la cavidad ventricular, y poseen un pie terminal que 

contacta los vasos sanguíneos presentes en la SVZ (Mirzadeh y col., 2008) (Figura 1, 

células verdes). Como consecuencia de su morfología, los astrocitos de la SVZ pueden ser 

regulados por medio de tres dominios diferentes (Fuentealba y col., 2012). El dominio I o 

apical, a través del proceso apical, recibe señales regulatorias desde las células 

ependimarias vecinas y desde los factores solubles presentes en el líquido cefalorraquídeo 

(LCR) (Fuentealba y col., 2012). Las células ependimarias juegan un rol fundamental al 

secretar nogina, una proteína que neutraliza el efecto inhibitorio que tienen sobre la 

neurogénesis las proteínas morfogénicas óseas (BMPs) producidas por los astrocitos (Lim y 

col., 2000). Los factores solubles presentes en el LCR como sonic hegdehog (SHH), Wnt, 

ácido retinoico y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo II (IGF-2) también se ha 

descrito que regulan la neurogénesis (Huang y col., 2010; Lehtinen y col., 2011). A 

continuación, en el dominio II o intermedio, se produce una amplia interacción célula-

célula entre el astrocito y células tipo C, neuroblastos, terminales nerviosos y células de la 

microglía, cada uno de los cuales modula la actividad neurogénica o proliferativa 
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(Fuentealba y col., 2012). Por último, el domino III o distal, donde los procesos basales en 

forma de pie terminal que contactan vasos sanguíneos reciben señales desde el torrente 

sanguíneo y de factores derivados de las células endoteliales (Fuentealba y col., 2012). 

Además, a través de los 3 dominios, componentes de la matriz extracelular, de la lamina 

basal y proteoglicanos contribuyen al proceso neurogénico en la SVZ, destacándose 

tenascina-C, que sensibiliza a las NSCs frente a factores mitógenos (Faissner y Reinhard, 

2015). De esta forma, el microambiente de la SVZ juega un rol activo respaldando a las 

NSCs, donde los constituyentes celulares y moleculares de esta zona regulan varios 

aspectos de la neurogénesis y son esenciales para el establecimiento del nicho neurogénico 

(Doetsch, 2003). 

Como se mencionó más arriba los neuroblastos se localizan formando cadenas en la 

SVZ, estas cadenas se extienden a lo largo de las paredes de los VLs y se fusionan en la 

parte anterior de la SVZ originando una vía restringida conocida como corriente de 

migración rostral (RMS), la que se extiende en dirección rostroventral y se conecta con la 

región central del BO (Rousselot y col., 1995) (Figura 3). Más de 30.000 neuroblastos 

migran diariamente desde la SVZ hacia el BO a través de la RMS (Lois y Alvarez-Buylla, 

1994). Para la migración de los neuroblastos, éstos se asocian unos a otros, formando 

agregados celulares elongados que asemejan cadenas, y son rodeados por astrocitos 

especializados que constituyen verdaderos túneles de migración (Peretto y col., 2005). Sin 

bien, los túneles no son esenciales para la migración en cadenas, factores secretados por los 

astrocitos estimulan la migración de los neuroblastos (Mason y col., 2001). Asimismo, los 

túneles previenen que los neuroblastos se separen en forma prematura de su ruta hacia al 

BO (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002).  
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Los neuroblastos en migración tienen una morfología alargada con un proceso 

conductor de 20 a 40 µm de largo y ocasionalmente con un proceso posterior fino 

(Wichterle y col., 1997). Cada neuroblasto migra deslizándose sobre sus neuroblastos 

vecinos, en ciclos de avance rápido y periodos estacionarios. De esta forma, la cadena de 

neuroblastos sirve como soporte de migración de los neuroblastos que la forman (Wichterle 

y col., 1997). Una vez que los neuroblastos han alcanzado la región central del BO, se 

separan de las cadenas y migran individualmente a las capas más superficiales, donde se 

diferencian a neuronas granulares y periglomerulares (Luskin, 1993). Recientemente, se 

describió que la clase de neurona que se genera en el BO depende de dónde se encontraba 

localizado el astrocito de la SVZ que le dio origen a dicha neurona (área dorsal, lateral, 

anterior o posterior de la pared ventricular) (Merkle y col., 2014; Merkle y col., 2007). Por 

esta razón, actualmente se considera a los astrocitos de la SVZ como una población 

heterogénea de NSCs. 

Aún no se establece con claridad qué induce la migración de neuroblastos hacia el 

BO; sin embargo, se postula que mecanismos quimiorrepelentes y/o quimioatractantes 

podrían estar involucrados. La proteína quimiorrepelente, Slit, y sus receptores, Robo1-3, 

podrían corresponder a uno de los mecanismos (Sawamoto y col., 2006). Slit es secretada 

por los plexos coroideos y se distribuye en un gradiente de concentración en el LCR. Se 

encuentra en mayor concentración en la región caudal, desde donde difunde hacia la SVZ 

induciendo la migración de los neuroblastos hacia regiones rostrales (menor concentración 

de Slit) (Sawamoto y col., 2006). Otra señal descrita es la proteína quimioatractante 

prokineticina 2 (PK2) (Ng y col., 2005). La PK2 es expresada en el BO y sus receptores 

PKR1 y PKR2 son expresados en los neuroblastos en migración y en las células precursoras 

transientes en la SVZ y RMS. Ratones knock-out para PK2 tienen una disrupción severa de 
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la arquitectura del BO, aunque aún no está claro si esto es solo un efecto en la disrupción de 

la migración en la RMS (Ng y col., 2005).  

 

1.3. Nicho neurogénico en la zona subventricular humana. 

 

Así como en roedores y otras especies, la neurogénesis también ocurre en el cerebro 

humano adulto. La primera evidencia se obtuvo al estudiar los cerebros de pacientes con 

cáncer, que habían recibido inyecciones intravenosas de bromodeoxiuridina (BrdU), 

encontrándose que algunas células de la SVZ y del giro dentado del hipocampo se 

marcaban con BrdU, confirmando la presencia de estas dos zonas germinales en humanos 

adultos (Eriksson y col., 1998). Posteriormente, se demostró que astrocitos aislados desde 

la SVZ del cerebro humano adulto pueden actuar como NSCs, formando neurósferas y 

generando neuronas in vitro (Sanai y col., 2004).  

La citoarquitectura de la SVZ humana adulta fue descrita y se encontró que es 

significativamente diferente a la descrita previamente en roedores. En el cerebro humano 

adulto, la SVZ está compuesta por 4 capas diferentes (Quinones-Hinojosa y col., 2006) 

(Figura 2). La capa lindante con los VLs (Capa I) corresponde a una monocapa de células 

ependimarias que poseen cilios apicales y expansiones basales paralelas o perpendiculares a 

la superficie ventricular. Algunas de estas expansiones ependimarias interaccionan con los 

procesos de astrocitos en la capa hipocelular (Capa II) (Quinones-Hinojosa y col., 2006). 

Esta última, adyacente a la capa I, es rica en procesos de astrocitos y carente de cuerpos 

celulares. Se cree que esta capa puede corresponder a un remanente de la actividad 

germinal en etapas más tempranas o como un camino para la migración celular. Vecina a la 

capa hipocelular se encuentra una banda de cuerpos celulares de astrocitos (capa III) 
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Figura 2. Localización y cito-arquitectura de la zona subventricular del cerebro 
humano adulto.  
Se muestra un esquema del cerebro humano adulto cortado en sentido frontal, indicando la 
localización de los ventrículos laterales (VLs). En la pared lateral de los VLs se localiza la 
SVZ (región ampliada) que, a diferencia de lo descrito en ratón, está compuesta por cuatro 
capas celulares. La capa I o ependimaria (células celestes) que está formada por células 
ependimarias que presentan cilios apicales y procesos basales. La capa II o hipocelular que 
está formada principalmente por procesos de células ependimarias (procesos celestes) y 
procesos de astrocitos (procesos verdes). La capa III o banda astrocítica que está formada 
por cuerpos de astrocitos de la SVZ (células verdes). La capa IV o zona de transición, que 
como su nombre lo indica, corresponde a una zona de transición entre la SVZ y en 
parénquima cerebral circundante. En la zona de transición se encuentran neuronas (célula 
anaranjada) y axones mielinizados (estructuras azules). 
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(Quinones-Hinojosa y col., 2006). Una subpoblación de estos astrocitos puede proliferar in 

vivo, y serían quienes dan origen a las neurósferas in vitro (Sanai y col., 2004). Sin 

embargo, mediante los marcadores de proliferación Ki-67 y PCNA, se demostró que el 

número de células en proliferación en la SVZ humana, es significativamente menor que en 

la SVZ de roedores. La última capa (capa IV), se caracteriza por la presencia de mielina y 

denota una zona de transición entre la banda de astrocitos y el parénquima cerebral 

adyacente (Quinones-Hinojosa y col., 2006) (Figura 2). 

Actualmente se acepta que la SVZ humana adulta posee una reserva de NSCs; sin 

embargo, persiste una controversia en relación a la existencia de una RMS en el cerebro 

humano. Un primer estudio describió la presencia de una conexión entre la SVZ y el BO, 

que contenía cavidades ependimarias discontinuas, las que serían el remanente de un 

ventrículo olfatorio embrionario (Sanai y col., 2004). Por otro lado, también describió la 

presencia de células con morfología migratoria, aún cuando no se observaron cadenas de 

neuroblastos en migración o una RMS propiamente tal (Sanai y col., 2004). Más adelante, 

se determinó que la RMS humana existe como una vía de migración robusta antes de 18 

meses de edad, disminuyendo en niños mayores y prácticamente extinguiéndose en la edad 

adulta (Sanai y col., 2011). En contraste, otro estudio demostró la presencia de una cavidad 

ventricular continua, denominada extensión del VL (EVL), que alcanza el BO y que va 

acompañada de una RMS conteniendo neuroblastos (Curtis y col., 2007). Además, al 

realizar un análisis más detallado de la organización celular en la corriente migratoria 

humana, se describió que la organización de la EVL es comparable a la organización de la 

SVZ en varios aspectos (Kam y col., 2009) (Figura 3). Si bien, hasta el día de hoy no se 

establece con certeza si existe una EVL continua y si es acompañada por una RMS, existe 
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Figura 3. Comparación de la estructura que conecta la SVZ con el bulbo olfatorio en 
los cerebros de ratón y humano. 
(A) Esquema del cerebro de ratón adulto cortado en sentido sagital, en donde se señala la 
localización del ventrículo lateral (VL), de la corriente de migración rostral (RMS) y del 
bulbo olfatorio (BO). En el cerebro de ratón adulto, los neuroblastos que se generan en la 
SVZ, posteriormente migran a través de la RMS en dirección al BO, donde se integrarán 
como neuronas maduras. (B) Esquema del cerebro humano adulto cortado en sentido 
sagital, en donde se señala la localización del ventrículo lateral (VL), de la extensión del 
ventrículo lateral (EVL) y del bulbo olfatorio (BO). En el cerebro humano no se ha definido 
la presencia de una RMS; sin embargo, se describió la existencia de una pequeña cavidad 
ventricular que conecta el VL con el BO. 
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un amplio consenso en relación a la presencia de neuronas jóvenes, recién diferenciadas en 

el BO humano adulto (Maresh y col., 2008).  

Los modelos murinos son ampliamente usados para el estudio de la neurogénesis y 

la migración de neuroblastos hacia el BO; sin embargo, los contrastes en relación a la ruta 

migratoria y al potencial de proliferación de la SVZ, sumado a las diferencias de 

citoarquitectura entre la SVZ humana y la SVZ de roedores puede derivar en diferencias 

importantes en los resultados que se obtienen en estos modelos. Por consiguiente, en 

relación a la neurogénesis y la migración de neuroblastos, se requieren modelos más 

próximos al modelo humano. 

 

1.4. Gliomas. 

 

El concepto de que la SVZ es una fuente continua de nuevas células a través de la 

vida adulta tiene profundas implicancias. Entre ellas, la hipótesis de que la SVZ puede ser 

un origen potencial de tumores cerebrales malignos (Quinones-Hinojosa y Chaichana, 

2007). Los tumores cerebrales corresponden a un grupo diverso de tumores que afectan al 

cerebro. Derivan de componentes del cerebro, en el caso de los tumores cerebrales 

primarios o de células tumorales localizadas en otras regiones del organismo que se 

extendieron al cerebro a través del torrente sanguíneo, en el caso de los tumores cerebrales 

secundarios (metástasis). Entre los tumores cerebrales primarios, los gliomas corresponden 

a los más frecuentes en el sistema nervioso central, alcanzando el 77% de los casos. Se 

estima que hay 22.000 nuevos casos de tumores cerebrales primarios en los Estados Unidos 

y 13.000 muertes cada año (Gu y col., 2009). Los gliomas son clasificados 

histológicamente de acuerdo a su línea de diferenciación hipotética (astrocitos, 
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oligodendrocitos o células ependimarias) y se agrupan dentro de cuatro grados clínicos de 

acuerdo a su malignidad. El grado IV, conocido como glioblastoma multiforme (GBM), es 

el grado más agresivo y también el más común en humanos. La tasa de incidencia ajustada 

por edad en promedio es de 3,19/100.000 habitantes cada año, siendo la tasa de incidencia 

más alta entre los tumores cerebrales y tumores del sistema nervioso central (Thakkar y 

col., 2014). El 80% de los GBMs surgen de novo, mientras que el porcentaje restante surge 

de la progresión de gliomas de menor grado (Grado II o III) (Kleihues y Ohgaki, 2000). Los 

GBMs están formados de una masa heterogénea de células gliales, incluyendo astrocitos y 

oligodendrocitos. Estos tumores son altamente resistentes a la radioterapia y a la 

quimioterapia. A pesar de las terapias disponibles en la actualidad, el tiempo promedio de 

sobrevida de los pacientes con esta enfermedad es de tan solo 15 meses (Koshy y col., 

2012; Tran y Rosenthal, 2010). Entre las razones de la resistencia de los GBMs a la 

intervención terapéutica, está el complejo carácter de estos tumores. Como su nombre lo 

indica, estos tumores son ampliamente multiformes, mostrando regiones de hemorragia y 

de necrosis pseudo-empalizada, núcleos pleomórficos, proliferación microvascular y 

vasculatura glomeruloide (Holland, 2000). Además, muestran heterogeneidad genética, 

existiendo subclones dentro de la población de células tumorales. Las células de los GBMs 

presentan una fuerte tendencia a invadir el tejido cerebral, propagándose difusamente a 

largas distancias y en regiones del cerebro esenciales para la sobrevivencia del paciente. 

Como consecuencia, los pacientes mueren por la expansión del tumor dentro de regiones 

vitales del cerebro, aún cuando se hayan repetido las cirugías de resección para las 

recurrencias del tumor (Holland, 2000). 

Recientemente, la Red de Investigación del Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) 

catalogó las anormalidades genómicas más recurrentes en GBMs, con el objetivo de 
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comprender de mejor manera la patogénesis de estos tumores e identificó cuatro subtipos 

de GBMs: clásico, mesenquimal, proneural y neural (Phillips y col., 2006; Verhaak y col., 

2010). El GBM clásico se define por una amplificación aberrante del receptor para el factor 

de crecimiento epidermal (EGFR), por un patrón de expresión astrocítico y por la pérdida 

del cromosoma 10 (Verhaak y col., 2010). El subtipo mesenquimal se define por 

mutaciones en la proteína relacionada a la neurofibromatosis 1 (NF1) y PTEN, por un 

patrón de expresión mesenquimal y por una menor amplificación de EGFR en comparación 

a otros subtipos de GBM (Verhaak y col., 2010). El subtipo proneural se caracteriza por la 

amplificación focal del receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGFRA), por mutaciones en TP53 e isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) y por un patrón 

de expresión oligodendrocítico (Verhaak y col., 2010). Por último, el GBM neural, se 

define por un perfil de expresión de tejido cerebral normal, así como, la expresión de 

marcadores de astrocitos y de oligodendrocitos (Verhaak y col., 2010). Esta heterogeneidad 

en los perfiles de los GBMs explicaría las diferencias en la eficacia de los tratamientos 

entre pacientes y sugiere que no existirá una única terapia efectiva para todos los subtipos. 

 

1.5. Relación entre la SVZ y los gliomas. 

 

Una de las implicancias más relevantes de que la neurogénesis continúe en adultos, 

es la presencia de células madres y células progenitoras indiferenciadas y mitóticamente 

activas dentro de regiones discretas, como la SVZ. Estas poblaciones de células pueden 

funcionar como fuente de células transformables, pudiendo originar células madres de 

tumores cerebrales (BTSCs). Se ha propuesto que los GBMs presentan BTSCs (Vescovi y 

col., 2006), lo que se apoya en la demostración de que una pequeña fracción de células en 
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los GBMs comparten muchas características en común con las NSCs y son capaces de 

iniciar nuevos tumores en modelos de xenoimplantes (Lee y col., 2006; Singh y col., 2004). 

Además, al aislar BTSCs desde GBMs, éstas son capaces de formar neurósferas, 

experimentando auto-renovación y diferenciación multipotencial hacia los fenotipos 

celulares presentes en el tumor del que derivan (Dirks, 2001; Ignatova y col., 2002). Por 

otro lado, las BTSCs son más resistentes a tratamientos genotóxicos que otros tipos 

celulares más diferenciados dentro de los tumores y por lo tanto, podrían ser responsables 

de la recurrencia de estos tumores después de los tratamientos (Vescovi y col., 2006). Las 

características en común entre las NSCs y las BTSCs incluyen: expresión de marcadores de 

células madres, alta movilidad, diversidad de progenie, robusto potencial de proliferación y 

asociación con vasos sanguíneos y con la sustancia blanca (Sanai y col., 2005). Además, 

ambas poblaciones de células son activadas por mitógenos exógenos, lo que sugirió la 

presencia de receptores de superficie celular y mecanismos intracelulares similares 

(Vescovi y col., 2006). Por consiguiente, se postula que las BTSCs derivan de NSCs 

anómalas, donde las BTSCs presentan las vías regulatorias de las NSCs; sin embargo, estas 

vías se presentan de forma aberrante, con respecto a tiempo, orden y magnitud. 

En varios modelos animales de tumores cerebrales, inducidos química o viralmente, 

se relaciona la formación de los gliomas a la SVZ. La inoculación intraventricular del virus 

del sarcoma aviar en cerebros de caninos neonatos condujo a la formación inicial de un 

glioma en la SVZ (Vick y col., 1977). Después de 10 días post-inoculación, los tumores 

fueron encontrados en la sustancia blanca, lo que sugirió la migración de células 

transformadas desde la SVZ hacia el parénquima del cerebro (Vick y col., 1977). 

Asimismo, la exposición sistémica al carcinógeno N-etil-N-nitrosourea (ENU) permitió 

estudiar la formación de tumores en etapas tempranas, exponiendo ratas durante etapas 
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tardías de gestación a una dosis de ENU y observando que las lesiones hiperplásicas - que 

son detectadas semanas antes de la aparición de los tumores - casi siempre se presentan en 

la SVZ (Lantos y Cox, 1976). Un trabajo más reciente demuestra que la inactivación de p53 

sumada a la inactivación de NF1 induce la formación de GBMs a partir de los astrocitos de 

la SVZ y que, frecuentemente, estos GBMs se mantienen contactando la SVZ e infiltran la 

corteza cerebral (Zhu y col., 2005). Estudios clínicos también respaldan la existencia de una 

relación entre los gliomas y la SVZ. En un análisis mediante MRI, se determinó que en 93 

pacientes diagnosticados con un glioma de un total de 100, dicho glioma contactaba una 

región de la pared de los VLs como mínimo (Barami y col., 2009), confirmando que los 

gliomas se localizan con mayor frecuencia en directa relación con la SVZ. Por otro lado, se 

determinó que los pacientes que portan un glioma que contacta la SVZ, tienen un tiempo de 

sobrevida promedio significativamente menor que los pacientes que portan un glioma que 

no contacta los VLs (Chaichana y col., 2008; Young y col., 2011). Recientemente, se 

confirmaron estas observaciones, determinando que un 67% de los pacientes con un GBM 

que no contacta la SVZ se mantienen libres de recurrencias y con vida luego de 6 meses del 

tratamiento, mientras que este porcentaje fue significativamente menor en pacientes con un 

GBM que contacta la SVZ, solo un 39% (Jafri y col., 2013). Adicionalmente, se determinó 

que la supervivencia libre de progresión (PFS) a 6 meses después del tratamiento fue de 

solo un 47% entre pacientes con un GBM que contacta la SVZ, comparado con un 69% en 

pacientes con un GBM que no contacta la SVZ (Jafri y col., 2013). Por otro lado, se 

determinó que los GBMs que contactan la SVZ tuvieron una mayor probabilidad de ser 

multifocales al momento del diagnóstico inicial y de presentar recurrencias del tumor en 

regiones distantes de la lesión inicial; sin embargo, los GBMs que no contactan la SVZ no 

fueron multifocales al momento del diagnóstico y siempre recurrieron dentro de 2 cm del 
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margen de resección (Lim y col., 2007a). Más adelante, se identificaron las características 

moleculares de los GBMs que contactaban la SVZ, encontrando que sobre-expresan 

enzimas metabólicas, proteínas ribosomales y proteínas de shock térmico. Además, se 

encontró que los GBMs que contactan la SVZ expresan en gran cantidad marcadores 

representativos de las células de la SVZ (Haskins y col., 2013). 

En resumen, los gliomas que se localizan cercanos a la pared de los VLs, 

contactando la SVZ, son más frecuentes y además, presentan un peor pronóstico. Pese a lo 

anterior, cuando se realizan y estudian modelos de xenoimplantes de gliomas en el cerebro, 

éstos se inducen frecuentemente en el cuerpo estriado y no en la SVZ, que correspondería a 

una región más adecuada por la frecuencia y malignidad en que en ésta se presentan los 

gliomas. 

 

1.6. Vitamina C, sus funciones e importancia en sistema nervioso central. 

 

Como se mencionó más arriba, se propone que las BTSCs surgen de la 

transformación maligna de las NSCs. Esta hipótesis se sustenta en que ambas poblaciones 

de células presentan varias características en común, entre las que se incluye que las NSCs 

y las BTSCs presentan receptores en su superficie celular y mecanismos intracelulares muy 

similares (Vescovi y col., 2006). De esta forma, las NSCs y las BTSCs responderían a las 

mismas moléculas o estímulos, es decir, la neurogénesis y la progresión de tumores en la 

SVZ serían moduladas por las mismas moléculas. En este contexto, se ha descrito que la 

vitamina C puede modular tanto la neurogénesis como la progresión tumoral. La vitamina 

C o también denominada, ácido ascórbico (AA), es una hexosa soluble en agua que posee 

dos protones disociables con valores de pKa de 4.2 y 11.8 (Rice, 2000). A pH fisiológico, 
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la vitamina C se encuentra predominantemente en su forma ionizada como anión 

monovalente, ascorbato. Su estructura de enediol le permite actuar como un donador de 

electrones, donde por la pérdida de dos electrones forma su producto final de oxidación, el 

ácido dehidroascórbico (DHA). Dada su propiedad donadora de electrones, la vitamina C es 

un importante antioxidante, actuando como un agente reductor y neutralizador de especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno, generadas de forma normal durante el metabolismo 

celular (Harrison y May, 2009). La vitamina C oxidada a DHA, puede ser posteriormente 

reducida y reciclada por glutatión o por reductasas de dehidroascorbato dependientes de 

glutatión (Maellaro y col., 1994). La vitamina C también actúa como un cofactor en varias 

reacciones enzimáticas, incluyendo aquellas involucradas en la síntesis de catecolaminas, 

carnitina, colesterol, aminoácidos (metabolismo de tirosina) y ciertas hormonas peptídicas 

(Harrison y May, 2009). Ahora bien, una de sus funciones más conocidas es facilitar la 

hidroxilación de residuos de prolina y lisina en el colágeno, permitiendo el plegamiento 

intracelular apropiado de pro-colágeno para la exportación y deposición como colágeno 

maduro, que fortalece los vasos sanguíneos, la piel, los músculos y huesos. La mayoría de 

las especies puede sintetizar vitamina C a partir de glucosa en el hígado; sin embargo, 

humanos, algunos primates y cobayos poseen un gen no funcional para la enzima L-

gulonolactona oxidasa, fundamental para la síntesis de esta vitamina (Chatterjee y col., 

1975). Por esta razón, estas especies requieren incorporar la vitamina C a partir de la dieta. 

La vitamina C obtenida desde los alimentos es incorporada a nivel intestinal mediante 

transporte activo y se distribuye en el cuerpo mediante el torrente sanguíneo (Bianchi y 

col., 1986). La falta de vitamina C produce escorbuto, patología que se caracteriza por 

debilidad muscular, sangramiento de encías, pérdida de dientes y problemas de 

cicatrización, lo que finalmente puede conducir a la muerte (Hirschmann y Raugi, 1999).  
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Durante el escorbuto, en el sistema nervioso central (SNC) la vitamina C es retenida 

ávidamente. Los cobayos que se encuentran cerca de la muerte por escorbuto tienen niveles 

indetectables de vitamina C en el hígado, mientras que el contenido en el cerebro continúa 

cerca del 25% del normal, reflejando su importancia para la función neuronal (Hughes y 

col., 1971). Las funciones de la vitamina C en el SNC y en el cerebro son numerosas. En 

relación a su función antioxidante, la vitamina C elimina eficientemente el superóxido 

producido por el rápido metabolismo mitocondrial neuronal (Hediger, 2002), y en la 

superficie de las membranas biológicas reduce el α-tocoferol radical (Buettner, 1993). Por 

otro lado, la vitamina C es esencial para la síntesis de catecolaminas en el cerebro, 

sirviendo como un cofactor para la conversión de dopamina a noradrenalina por la 

dopamina β-hidroxilasa (Diliberto y Allen, 1981). Además, la vitamina C funciona como 

un neuromodulador en la neurotransmisión mediada por dopamina y glutamato, y que 

estaría involucrada en la amidación de neuropéptidos y su posterior liberación en el cerebro 

(Harrison y May, 2009). En relación a la función de la vitamina C en la síntesis de colágeno 

en el cerebro, existe poca información en comparación a otros órganos; sin embargo, 

mínimas cantidades parecen esenciales para la formación de vasos sanguíneos, según lo que 

se observó ratones knock-out para el transportador de vitamina C, SVCT2. Estos animales 

mueren poco después de nacer y al analizar sus cerebros, se determinó que poseen niveles 

indetectables de vitamina C y tienen hemorragia difusa. Interesantemente, los embriones no 

muestran hemorragias en otros tejidos y no tienen signos de escorbuto generalizado 

(Sotiriou y col., 2002). 

Estudios recientes describen una nueva función relacionada a la vitamina C. Se 

reportó que vitamina C induce una demetilación específica en el ADN de un conjunto de 

genes en células madres embrionarias humanas, alterando la expresión de dichos genes 
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(Chung y col., 2010) y que vitamina C mejora la reprogramación de células somáticas de 

ratón y humanas hacia células madres pluripotentes inducidas (IPCs) (Esteban y col., 

2010). Adicionalmente, se demostró que los efectos de vitamina C sobre el genoma son 

consecuencia de que vitamina C actúa como un cofactor en enzimas del tipo Fe(II) 2-

oxoglutarato-dioxigenasas, modulando su actividad (Monfort y Wutz, 2013). Entre las 

enzimas dioxigenasas que actúan sobre el genoma y que son moduladas por vitamina C, se 

describen la demetilasa de histonas, Jhdm1a/1b (Wang y col., 2011b), y la demetilasa de 

ADN, TET1 (Blaschke y col., 2013; Chen y col., 2013). 

 

1.7. Vitamina C y sus transportadores. 

 

La vitamina C es incorporada a la células a través de transportadores. El trasportador 

de vitamina C fue clonado en 1999 y se le denominó, transportador de vitamina C 

dependiente de sodio, abreviado como SVCT (Tsukaguchi y col., 1999). Se identificaron 

dos isoformas funcionales del transportador en rata, y también en humano (Daruwala y col., 

1999). Las isoformas humanas poseen un 65% de identidad a nivel de secuencia 

aminoacídica, pero sus funciones difieren debido a su distribución divergente en los tejidos. 

Mientras SVCT1 se encuentra confinado a superficies epiteliales (Castro y col., 2008; 

Tsukaguchi y col., 1999) involucradas en transporte de grandes volúmenes, tales como el 

transporte en el intestino, riñón, hígado, y pulmón; SVCT2 está involucrado en la captación 

de vitamina C por tejidos específicos, expresándose en el cerebro, glándulas adrenales, 

glándula pituitaria, órganos linfoides, músculo y huesos (Tsukaguchi y col., 1999). De 

forma adicional a la captación por los SVCTs, la forma oxidada de la vitamina C, DHA, 

puede entrar y salir de las células por difusión facilitada a través de transportadores de 
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glucosa de la familia de los GLUTs. Una vez que DHA ha ingresado a las células, es 

rápidamente reducido a ascorbato y es retenido dentro de las células (Astuya y col., 2005; 

Nualart y col., 2003).  

En relación a la entrada de vitamina C al SNC, el movimiento de esta vitamina a 

través de la barrera hematoencefálica parece la ruta más lógica; sin embargo, las células 

endoteliales de capilares del cerebro no expresan SVCT2 in vivo (Berger y col., 2003; 

Garcia y col., 2005). De esta forma, la ruta más importante por la que la vitamina C entra al 

SNC involucra el transporte desde el plasma hacia el LCR, a través del epitelio de los 

plexos coroideos (Angelow y col., 2003). La expresión del ARNm de SVCT2 se ha 

observado por hibridación in situ en el epitelio de los plexos coroideos y también, se ha 

descrito que SVCT2 se expresa en células de papiloma de plexos coroideo humano, donde 

media el transporte de vitamina C a través de la membrana basolateral hacia el interior de 

las células (Ulloa y col., 2013). A continuación, la vitamina C intracelular sale de las 

células hacia el LCR a través de la membrana apical; sin embargo, se desconoce como 

ocurre este proceso (Angelow y col., 2003). Este transporte transcelular genera un gradiente 

de vitamina C, donde la concentración del LCR es de 200 – 400 µM, mientras que la 

concentración del plasma es de 60 µM o menor en ratas (Spector, 1977). Desde el LCR, la 

vitamina C se equilibra con el del parénquima cerebral y luego, es transportado desde el 

líquido extracelular hacia las células, donde la concentración estimada en neuronas es de 10 

mM y en la glía es de 1 mM (Rice, 2000).  

Además de la expresión de SVCT2 en los plexos coroideos, las neuronas de la 

corteza cerebral, hipocampo, e hipotálamo expresan el ARNm para SVCT2 (Garcia y col., 

2005; Mun y col., 2006; Nualart y col., 2012). Se demostró que SVCT2 se expresa y es 

funcional en cultivos de neuronas embrionarias corticales de ratón (Castro y col., 2001), y 
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que SVCT2 se expresa en neuronas embrionarias hipocampales, localizándose en los 

axones (Nualart y col., 2012). Por otro lado, se reportó la detección del ARNm y la de 

proteína SVCT2 en cerebro fetal de rata, localizándose principalmente en el área 

ventricular y subventricular donde se encuentran las células precursoras (glía radial) 

(Caprile y col., 2009; Nualart y col., 2012). Trabajos más recientes de nuestro grupo, 

demuestran altos niveles de expresión de SVCT2 en neuronas piramidales de la región 

interna de la corteza cerebral, entre los estadios post-natales P1 y P5 (Salazar y col., 2014), 

y por otro lado, demuestran la expresión de SVCT2 en la SVZ y en la RMS en cerebro de 

rata adulta, específicamente las células proliferativas BrdU-positivas (Pastor y col., 2013). 

Adicionalmente, se demostró la expresión de SVCT2 en neurósferas aisladas de la SVZ 

(Pastor y col., 2013). Con respecto a la expresión y funcionalidad de SVCT2 en células 

gliales, se demostró en microglía, células ependimarias y en tanicitos hipotalámicos (Garcia 

y col., 2005). No se detectó la expresión de SVCT2 en astrocitos; sin embargo, se demostró 

que cuando el tejido cerebral es sometido a estrés, los astrocitos inducen la expresión de 

este transportador (Berger y col., 2003). 

 

1.8. Vitamina C y su rol en neurogénesis. 

 

Los niveles de vitamina C en el cerebro fetal de rata se duplican en el último 

período de gestación, entre los estadios E15 y E20, y caen en un 18% luego del nacimiento. 

Dicho período de gestación (E14 a E20), coincide con el período en el que ocurre la 

neurogénesis embrionaria, sugiriendo que la vitamina C podría tener un rol importante 

durante este proceso (Kratzing y col., 1985). La primera evidencia que apoyó esta hipótesis, 

demostró que el tratamiento de células madres embrionarias con SHH, con el factor de 
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crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8) y con vitamina C aumenta la diferenciación hacia 

neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas (Lee y col., 2000). Asimismo, la eficiencia de 

la diferenciación dopaminérgica disminuye en precursores mesencefálicos subcultivados 

por largos períodos in vitro; sin embargo, el tratamiento con vitamina C es capaz de 

restablecer la diferenciación dopaminérgica, incrementando 10 veces el número de 

neuronas de este tipo (Yan y col., 2001). Ahora bien, el efecto de la vitamina C no solo 

estaría involucrado en la diferenciación neuronal, ya que el tratamiento in vitro de 

precursores corticales embrionarios con 200 µM de vitamina C promueve la diferenciación 

hacia neuronas y astrocitos (Lee y col., 2003). Posteriormente, en neuronas hipocampales 

aisladas de ratones knock-out para SVCT2 se demostró que concentraciones muy bajas de 

ascorbato intracelular (100 µM o menos) son suficientes y necesarias para la maduración 

neuronal, lo que fue evidenciado por la formación de dendritas y el aumento en el número 

de potenciales postsinápticos excitatorios miniaturas (Qiu y col., 2007). Recientemente, 

nuestro grupo ha demostrado por primera vez que la sobreexpresión de SVCT2, a través de 

la incorporación de vitamina C y la posterior fosforilación de MAP-ERK1/2, induce la 

aparición de un fenotipo diferenciado, caracterizado por el desarrollo de filopodias y 

procesos positivos para la proteína MAP-2 (Salazar y col., 2015). Ahora bien, el efecto 

diferenciador de la vitamina C no tiene relación con su capacidad antioxidante, ya que no es 

reproducido por antioxidantes como glutatión y vitamina E (Lee y col., 2003); por el 

contrario, este efecto estaría relacionado a cambios en la expresión génica, puesto que se 

demostró que el tratamiento in vitro de células madres embrionarias y de células 

precursoras mesencefálicas con vitamina C incrementa la expresión de genes involucrados 

en neurogénesis, diferenciación y neurotransmisión (Shin y col., 2004; Yu y col., 2004). 
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Más próximo al posible mecanismo de acción de vitamina C y en relación a la 

diferenciación hacia neuronas dopaminérgicas, recientemente se describió que la vitamina  

C aumenta la expresión de genes de fenotipo dopaminérgico al inducir la demetilación del 

ADN y de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27m3) en los promotores de estos genes y que la 

demetilación es mediada por las demetilasas Tet1 y Jmjd3, respectivamente (He y col., 

2015). 

Con respecto a la neurogénesis adulta, se demostró que el tratamiento in vitro de 

neurósferas aisladas desde la SVZ de rata con vitamina C aumenta la diferenciación de las 

células hacia un linaje neuronal (Pastor y col., 2013). Además, las células mitóticamente 

activas de la SVZ y de la RMS de ratón adulto expresan el transportador de vitamina C, 

SVCT2, lo que sugiere que la vitamina C puede estar involucrada en una función a lo largo 

de estas áreas neurogénicas (Pastor y col., 2013). Por otra parte, se demostró que la 

mantención de cobayos con una dieta deficiente en vitamina C provoca una disminución 

significativa en el número de neuronas de tres regiones diferentes del hipocampo, lo que es 

acompañado de una reducción en la memoria espacial de estos animales, demostrando que 

la vitamina C es fundamental para el correcto desarrollo y función neuronal (Tveden-

Nyborg y col., 2009). Recientemente, también se demostró que la deficiencia prenatal de 

vitamina C en cobayos provoca un deterioro permanente en el desarrollo post-natal del 

hipocampo y que al suministrar una dieta rica en vitamina C luego del nacimiento no se 

revierte este deterioro (Tveden-Nyborg y col., 2012). Si bien, existen numerosos estudios 

demostrando que vitamina C tendría un efecto en diferenciación y neurogénesis, se 

desconoce el efecto que tiene esta molécula en el nicho neurogénico más extenso del 

cerebro adulto, la SVZ. 
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1.9. Vitamina C y su rol en tumores. 

 

A mediados del siglo XX, se propuso por primera vez la utilización de vitamina C 

en la prevención y tratamiento del cáncer (Mc, 1959). Esta propuesta fue sostenida, más 

adelante, por Cameron y colaboradores, quienes mostraron que la administración de 

megadosis de vitamina C (10 g al día por vía intravenosa) a pacientes con cáncer terminal, 

aumentaba el tiempo de sobrevida promedio en más de 4 veces (Cameron y Pauling, 1976). 

Atribuyeron este resultado, a que altas dosis de vitamina C promovería la síntesis de 

colágeno, conduciendo a la encapsulación de los tumores. En adelante, se reportaron varios 

casos de pacientes tratados con megadosis de vitamina C por vía intravenosa donde se 

observó, incluso, una remisión completa de la enfermedad (Drisko y col., 2003; Padayatty y 

col., 2006). Sin embargo, estos trabajos han sido fuertemente cuestionados, ya que estudios 

clínicos posteriores demostraron que no hay diferencias significativas en relación al tiempo 

de sobrevivencia de pacientes con cáncer entre los grupos tratados con altas dosis de 

vitamina C (por vía oral) y placebo (Creagan y col., 1979; Moertel y col., 1985). 

Recientemente, se realizaron dos revisiones sistemáticas de estudios observacionales y 

aleatorios para evaluar los efectos antitumorales y la toxicidad del tratamiento con vitamina 

C. Los revisiones no encontraron evidencias consistentes de un efecto antitumoral, en 

términos de mejores tasas de respuesta o mejores resultados de supervivencia en pacientes 

(Jacobs y col., 2015; Wilson y col., 2014). 

En paralelo a los estudios clínicos, numerosos estudios in vitro e in vivo se llevaron 

a cabo para dilucidar el rol de la vitamina C en el tratamiento de diferentes tipos de 

tumores. Se reportó que la vitamina C incrementa la eficacia de varias drogas 

quimioterapéuticas (Chiang y col., 1994; Verrax y Calderon, 2008), y también la eficacia 
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de la radioterapia (Taper y col., 1996). Por otro lado, también se describió que a 

concentración milimolar, vitamina C tiene un profundo efecto inhibitorio en el crecimiento 

in vitro de células de neuroblastoma (Pavelic, 1985), osteosarcoma y retinoblastoma 

(Medina y col., 1994). Asimismo, se observó una inhibición de la proliferación en células 

de glioma (U-373) (Naidu y col., 1993), células de glioblastoma (T98G) y células de 

carcinoma renal (Makino y col., 1999). No obstante, numerosos estudios muestran lo 

contrario; por ejemplo, se determinó que la administración de DHA antes del tratamiento 

con drogas antitumorales como doxorubicina, cisplatina, vincristina, metotrexato o 

imatinib, conduce a una reducción substancial de la eficacia terapéutica de dichas drogas en 

ratones con tumores derivados de células de linfoma (RL) (Heaney y col., 2008). Además, 

se determinó que el tratamiento con DHA provoca una atenuación de la citotoxicidad y una 

reducción de la apoptosis, de forma dosis dependiente, indicando que DHA antagoniza los 

efectos citotóxicos de estas drogas antitumorales durante el tratamiento del cáncer (Heaney 

y col., 2008). Se describió algo similar en el caso de bortezomib, donde se observó una 

inactivación directa de la droga al tratar con vitamina C (Zou y col., 2006), y en el caso del 

trióxido de arsénico, el ligando TRAIL (Perez-Cruz y col., 2007) y vinblastina (Fukumura y 

col., 2012), donde se observó que vitamina C protege a las células tumorales expuestas a 

estas drogas. Trabajos más recientes, demuestran que un pre-tratamiento con vitamina C 

causa una atenuación de la citotoxicidad de tamoxifeno en forma dosis-dependiente en 

células de cáncer de mama humana (MCF7), protegiendo a las células de la peroxidación 

lipídica (Subramani y col., 2014). Por otro lado, se reportó que los efectos anti-tumorales de 

vitamina C han sido sobrestimados en estudios in vitro previos, puesto que los efectos 

citotóxicos de vitamina C en células de cáncer de próstata LNCaP y PC-3 son abolidos 

completamente al utilizar concentraciones fisiológicas de hierro en los medios de cultivo 



 27 

(Mojic y col., 2014). En el mismo contexto, se describió que la combinación de radiación y 

altas concentraciones de vitamina C sensibilizan in vitro a las células de glioma murino 

GL261 a la radiación; sin embargo, en el mismo estudio también se demostró in vivo que la 

progresión tumoral fue más rápida en ratones portando un tumor tratado con radiación y 

una dosis diaria de vitamina C que en ratones que solo fueron tratados con radiación 

(Grasso y col., 2014). Por otro lado, se demostró que vitamina C antagoniza en forma 

efectiva la apoptosis inducida por radiación ultravioleta en células de carcinoma 

epidermoide A431 a través de la regulación de la actividad de la demetilasa Tet, la 

demetilación del ADN y la subsecuente activación de los genes supresores de tumores, p16 

y p21 (Lin y col., 2014).  

Los efectos observados del tratamiento de vitamina C, han sido relacionados a 

numerosos y diversos mecanismos de acción. Uno de estos mecanismos describe que un 

gran número de células, incluyendo células tumorales, no expresan el transportador de 

vitamina C, SVCT2, por lo que adquieren esta vitamina en su forma oxidada, DHA, a 

través de transportadores de glucosa (Agus y col., 1999; Nualart y col., 2003). En este 

mecanismo, denominado “efecto bystander”, células productoras de oxidantes, producen 

superóxido que oxida la vitamina C a DHA, posteriormente el DHA es transportado a 

través de GLUTs, y es reducido y retenido intracelularmente como vitamina C (Agus y col., 

1999; Nualart y col., 2003). De esta forma, las células tumorales pueden acumular altos 

niveles de vitamina C intracelularmente, y a su vez, los altos niveles de este poderoso 

antioxidante pueden interferir con las terapias que inducen la muerte celular por un 

mecanismo oxidativo, como es el caso de la quimioterapia y la radiación (Agus y col., 

1999; Nualart y col., 2003). Sin embargo, también se ha descrito que la vitamina C a altas 

concentraciones puede actuar como un agente pro-oxidante, generando especies reactivas 
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del oxígeno y puede transformar tumores resistentes a la radiación en sensibles a ésta (Du y 

col., 2015). En este sentido, se demostró que vitamina C a concentraciones farmacológicas 

aumenta los efectos citotóxicos de la radiación ionizante in vitro y la combinación de 

vitamina C a concentraciones farmacológicas con radiación ionizante reduce el crecimiento 

tumoral y aumenta la supervivencia de ratones con un xenotransplante de tumor pancreático 

(Du y col., 2015). Además, un régimen diario de vitamina C a concentraciones 

farmacológicas reduce significativamente la tasas de crecimiento de tumores de ovario, 

pancreáticos y de glioblastomas, por un incremento del radical ascorbato y por producción 

de H2O2 (Chen y col., 2008). Por otro lado y en relación a la capacidad energética de las 

células, recientemente se describió que la vitamina C a concentraciones milimolares actúa 

como un pro-oxidante, induce daño al ADN y depleta el ATP intracelular (Tian y col., 

2014), y que activa la vía de señalización ATM/AMPK, lo que resulta en la inhibición de 

mTOR y la muerte de células tumorales (cáncer de ovario) (Ma y col., 2014). Por otro lado, 

en células humanas de cáncer de mama (MCF7) y en células humanas de cáncer de colón 

(HT29), vitamina C a concentraciones farmacológicas induce la muerte de las células 

cancerígenas al alterar los perfiles metabolómicos de éstas, reduciendo los niveles de ATP 

y depletando NAD (Uetaki y col., 2015). En el mismo sentido, se describió que a través de 

GLUT1 se incrementa la captación de DHA en células de cáncer colorrectal humano 

portando mutaciones de KRAS o BRAF. La acumulación de DHA depleta el glutatión e 

induce una acumulación de ROS, lo que a su vez inhibe la gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH), conduciendo a una crisis energética y a la muerte celular (Yun y 

col., 2015). Recientemente, nuestro grupo ha descrito que la oxidación de vitamina C a 

DHA durante el transcurso de ciertas patologías en el cerebro tiene importantes 

consecuencias metabólicas, ya que el DHA intracelular reduce de manera transiente las 
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concentraciones de glutatión reducido, incrementando la actividad de la vía de las pentosas 

fosfato y reduciendo la glicólisis (Cisternas y col., 2014). Otro mecanismo propuesto para 

la acción de la vitamina C se relaciona con la expresión del factor 1a inducido por hipoxia 

(HIF-1a). Las células tumorales expuestas a bajos niveles de oxígeno responden 

estabilizando HIF-1a. HIF-1a actúa induciendo la transcripción de varios ARNs mensajeros 

que son esenciales para el crecimiento tumoral, incluyendo enzimas glicolíticas y el factor 

de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Knowles y col., 2003). Vitamina C es un 

cofactor en la hidroxilación y subsecuente degradación proteosomal de HIF-1a. De esta 

forma, la suplementación con vitamina C induciría la degradación de HIF-1a, inhibiendo la 

expresión de varios blancos transcripcionales protumorales y reduciendo el crecimiento 

tumoral (Knowles y col., 2003). 

La mayoría de los estudios en relación a vitamina C y cáncer se han enfocado en los 

efectos de las altas dosis de vitamina C en el desarrollo y la progresión tumoral; sin 

embargo, en pocos trabajos se ha estudiado la deficiencia en vitamina C. Como cofactor en 

la síntesis de colágeno, la vitamina C es esencial para la angiogénesis y para la reparación 

de vasos sanguíneos. En este sentido, se demostró que la depleción en vitamina C restringe 

significativamente el crecimiento de carcinomas de pulmón implantados en ratones Gulo-/- 

(ratones incapaces de sintetizar vitamina C) (Telang y col., 2007). El análisis 

histopatológico de estos tumores reveló la presencia de vasos sanguíneos pobremente 

formados y una expresión reducida de colágeno y del factor de von Willebrand. De esta 

manera, se confirmó que la vitamina C juega un rol esencial en la angiogénesis y 

crecimiento tumoral (Telang y col., 2007). 

En síntesis, hasta el día de hoy los estudios en relación al efecto que ejerce vitamina 

C en la progresión tumoral y en el tratamiento de pacientes con cáncer son controversiales. 
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Además, existe muy poca información en relación al efecto que ejerce vitamina C en la 

progresión de tumores cerebrales como los gliomas. Más aún, no existen estudios del efecto 

de vitamina C en gliomas localizados en la SVZ, región en la cual son más frecuentes y 

malignos. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La región neurogénica con mayor cantidad de células madres neurales en el cerebro 

de mamíferos adultos corresponde a la SVZ. La citoarquitectura de la SVZ ha sido descrita 

en varias especies. En humanos la cito-arquitectura de la SVZ difiere significativamente de 

la descrita en ratón; sin embargo, los componentes celulares son los mismos. En ratón los 

neuroblastos generados en la SVZ migran al BO a través de la RMS, mientras que en el 

humano el destino de los neuroblastos aún no es definido. Por un lado, se sostiene que los 

neuroblastos no migran al BO humano, y por otro, se describe la existencia de una EVL que 

alcanza el BO y que es rodeada por neuroblastos en migración. Estos resultados demuestran 

que el modelo del ratón difiere significativamente del modelo humano, por lo que es 

necesario contar con un modelo más próximo al humano para el estudio del nicho 

neurogénico. 

Retomando la SVZ, la constante proliferación de células madres en esta región, ha 

llevado a plantear la hipótesis de que a partir de la SVZ podrían originarse los gliomas. Los 

gliomas son tumores cerebrales muy agresivos. Los pacientes diagnosticados con este tipo 

de tumor no sobreviven más de un año, aún sometiéndose a todas la terapias disponibles. 

Los gliomas contactan la SVZ con alta frecuencia y además, los pacientes que portan un 

glioma que contacta la SVZ presentan un peor pronóstico. Pese a esto, los modelos de 

gliomas en el cerebro no son inducidos en la SVZ, que correspondería a una región más 

idónea. 

Se ha planteado que tanto la neurogénesis como la progresión tumoral, incluyendo 

la progresión de gliomas, podrían ser moduladas por las mismas vías y moléculas, entre las 

que se encuentra, la vitamina C. En relación a la neurogénesis, la vitamina C potencia la 
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diferenciación de precursores cerebrales embrionarios hacia neuronas y astrocitos, e 

incrementa la expresión de genes involucrados en neurogénesis, maduración y 

neurotransmisión. Por otro lado, una dieta deficiente en vitamina C provoca una 

disminución significativa en el número de neuronas del hipocampo. Sin embargo, hasta la 

fecha se desconoce cual es el efecto de vitamina C en la neurogénesis adulta que ocurre en 

la SVZ. En cuanto al efecto de vitamina C en la progresión tumoral los resultados son 

controversiales. Se describió que megadosis de vitamina C aumentan la sobrevida de 

pacientes con cáncer terminal y por el contrario, también se demostró que vitamina C puede 

antagonizar los efectos citotóxicos de drogas terapéuticas usadas en el tratamiento del 

cáncer. Aún cuando los estudios con respecto al efecto de vitamina C en la progresión 

tumoral son numerosos, no se ha logrado alcanzar un consenso y por otro lado, se 

desconoce el efecto que ejerce vitamina C sobre la progresión de gliomas localizados en la 

SVZ. 

En esta tesis caracterizaremos, mediante un análisis inmunohistoquímico y 

ultraestructural, la organización del nicho neurogénico del cerebro de cobayo adulto, 

incluyendo la estructura de la SVZ y de una extensión del ventrículo lateral, similar a la 

descrita en el cerebro humano. Utilizaremos el modelo animal del cobayo, ya que esta 

especie no sintetiza vitamina C y debe adquirirla a partir de la dieta, de igual forma que la 

adquiere el humano. Posteriormente, analizaremos el efecto que ejerce la deficiencia en 

vitamina C en la neurogénesis de la SVZ, e induciremos y analizaremos gliomas 

subventriculares en cerebro de cobayo, para finalmente determinar el efecto que ejerce la 

deficiencia en vitamina C en la progresión de estos gliomas. 
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III. HIPOTESIS 

 

1.- “La estructura de la zona subventricular del cerebro de cobayo adulto es similar a la 

descrita en el cerebro humano”  

2.- “La deficiencia de vitamina C reduce la neurogénesis y la progresión tumoral en la zona 

subventricular”. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la estructura del nicho neurogénico en la zona subventricular del cobayo adulto y 

el efecto de la deficiencia de vitamina C en la neurogénesis y en la progresión tumoral que 

ocurren en esta región.  

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1.- Estudiar la estructura del nicho neurogénico en la zona subventricular del cerebro de 

cobayo. 

2.- Analizar el efecto de la deficiencia de vitamina C sobre la neurogénesis en la zona 

subventricular. 

3.- Generar y caracterizar un glioma localizado en la zona subventricular del cerebro de 

cobayo.  

4.- Estudiar el efecto de la deficiencia de vitamina C sobre la progresión tumoral en la zona 

subventricular. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

 

4.1. Animales de experimentación. 

En esta tesis se utilizaron cobayos Pirbrigh macho de 1, 6 y 12 meses de edad. Los 

animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura 20-25º C, fotoperíodo 

12/12 h luz/oscuridad, recibieron acceso libre al agua y fueron alimentados diariamente. 

Los cobayos con un tratamiento control se mantuvieron bajo alimentación con pellet de 

conejo y vegetales, mientras que los cobayos con un tratamiento escorbútico, se 

alimentaron con pellet de conejo y sin vegetales durante 2 o 3 semanas. Todos los animales 

de experimentación se manejaron de acuerdo a las normas de bioética del Nationals 

Institutes of Health, Bethesda, MD y por el manual de Bioseguridad de CONICYT. Estas 

normas fueron presentadas con el proyecto Fondecyt 1140477. 

 

4.2. Cultivos celulares. 

Los cultivos celulares fueron realizados en una incubadora a 37º C, 5 % de CO2 y 95 % de 

humedad. Los procedimientos de obtención y expansión celular fueron realizados en un 

gabinete de seguridad biológica nivel II y las células fueron almacenadas por 

congelamiento con DMSO 5 % v/v a -80º C o en nitrógeno líquido. 

 

4.2.1. Cultivos de la línea celular U87 – MG. 

Las células U87 – MG corresponden a células de un glioblastoma multiforme humano 

aisladas desde un paciente de 44 años de edad. Las células de la línea U87 – MG fueron 

cultivadas en placas petri de 10 cm de diámetro (Falcon) con 10 mL de medio de cultivo 

DMEM Hg, suplementado con 10 % v/v de suero bovino fetal (Gibco BRL), L-glutamina 2 
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mM (Gibco BRL), Penicilina/Streptomicina al 1 % (Gibco BRL) y fungizona 2,5 µg/mL 

(Gibco BRL) con cambios de medio cada 2 días. Cuando las células en cultivo alcanzaron 

un 80 % de confluencia aproximadamente, fueron expandidas en una proporción de 1:5. 

Los cultivos fueron mantenidos a 37º C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad. 

 

4.2.2. Cultivo de las células C3. 

La línea de células C3 fue establecida en nuestro laboratorio a partir de un tumor 

subventricular obtenido quirúrgicamente desde el ventrículo lateral de un paciente 

masculino de 16 años de edad. Las células C3 fueron cultivadas en placas petri de 10 cm de 

diámetro (Falcon) con 10 mL de medio de cultivo DMEM/F12 (Gibco BRL) suplementado 

con suero bovino fetal 10 % (Gibco BRL), L-glutamina 2 mM (Gibco BRL), 

Penicilina/Streptomicina al 1 % (Gibco BRL) y fungizona 2,5 µg/mL (Gibco BRL) con 

cambios de medio cada 2 días. Cuando las células en cultivo alcanzaron un 90 % de 

confluencia aproximadamente, fueron expandidas en una proporción de 1:5. Los cultivos 

fueron mantenidos a 37º C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad. 

 

4.3. Marcaje con BrdU in vivo. 

Para los análisis de proliferación en nicho neurogénico, cobayos de 1 mes de edad 

recibieron 5 inyecciones intraperitoneales de 4-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU, Sigma, Saint 

Louis, Missouri, EE.UU.) (50 mg/Kg de peso del animal – por inyección) a intervalos de 2 

h. Los animales fueron sacrificados al transcurrir 24 h desde la primera inyección. Para los 

análisis de migración de neuroblastos, cobayos de 1 mes de edad recibieron 5 inyecciones 

intraperitoneales de BrdU (50 mg/Kg de peso del animal – por inyección) a intervalos de 2 

h. A continuación, los animales fueron sacrificados luego de 1, 5 o 10 días desde la primera 
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inyección. Para los análisis de proliferación del nicho neurogénico de animales viejos y de 

animales deficientes en vitamina C, cobayos de 1, 6 o 12 meses de edad recibieron una 

inyección intraperitoneal de BrdU (100 mg/Kg de peso del animal) 4 h antes del sacrificio 

de los animales. Finalmente, para los análisis de proliferación de los tumores 

subventriculares, los cobayos recibieron una inyección intraperitoneal de BrdU (100 mg/Kg 

de peso del animal) 24 h antes del sacrificio de los animales. 

 

4.4. Procesamiento histológico. 

 

4.4.1. Fijación. 

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron muestras de tejido cerebral de cobayos adultos. 

Dichas muestras fueron fijadas por inmersión o por perfusión vascular con solución Bouin 

(750 mL de ácido pícrico saturado, 250 mL de formaldehído al 37 % y 50 mL de ácido 

acético glacial); con para-formaldehído (PFA) al 4 % p/v en tampón fosfato 0,1 M pH 7.4 

para microscopía óptica; o con PFA al 2 % p/v y glutaraldehído al 2,5 % v/v en tampón 

fosfato 0,1 M para microscopía electrónica. 

 

4.4.1.1. Fijación por inmersión. 

Los cobayos fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (60 mg/kg), xilacina (10 

mg/kg) y acepromacina maleato (10 mg/kg) y posteriormente fueron sacrificados por 

decapitación para extraer sus cerebros. Cada cerebro fue mantenido en solución Bouin o 

PFA al 4 % p/v por 15 min. Transcurrido el tiempo, los cerebros fueron cortados en 

secciones frontales o sagitales de alrededor de 2 mm para facilitar la penetración del 

fijador, en el cual se mantuvieron por 24 a 48 h. 
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4.4.1.2. Fijación por perfusión vascular. 

Los cobayos fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (60 mg/kg), xilacina (10 

mg/kg) y acepromacina maleato (10 mg/kg), y luego fueron perfundidos transcardialmente 

(punción con catéter en ventrículo cardíaco izquierdo, apertura de aurícula derecha y 

ligación aórtica) con suero fisiológico (NaCl al 0,9 % p/v) por 10 min. A continuación, los 

animales fueron perfundidos con solución Bouin, con PFA al 4 % p/v por 30 min para 

microscopía óptica, o con la mezcla de fijadores glutaraldehído al 2,5 % v/v y PFA al 2 % 

p/v en tampón fosfato 0,1 M por 30 min para microscopía electrónica. Posteriormente, los 

cerebros fueron extraídos del cráneo parcialmente y post-fijados en inmersión durante la 

noche a 4º C en el mismo fijador utilizado para perfundir.  

 

4.4.2. Inclusión. 

 

4.4.2.1. Inclusión para microscopía óptica. 

Los tejidos fijados en Bouin fueron lavados en etanol 70º v/v, deshidratados en una batería 

de etanol a concentraciones crecientes y luego se pasaron por 3 baños de Histo-Clear®. En 

la última etapa de la inclusión, los tejidos se pasaron por 4 baños de parafina mantenida a 

60º C en una estufa termorregulada, para finalizar con la confección de los bloques de 

parafina. A partir de los bloques de parafina se obtuvieron los cortes seriados de 7 µm de 

grosor utilizando un micrótomo (Leica Reichert-Jung 2040 Autocut Microtome) y luego, 

los cortes fueron montados en portaobjetos previamente tratados poli-L-lisina al 0,02 %. 

Los tejidos fijados en PFA al 4 % p/v fueron trasferidos a una solución de sacarosa al 30 % 

p/v por 72 h a 4º C, para criopreservar la muestra. Transcurrido el tiempo, los tejidos fueron 

embebidos en solución criopreservadora NEG50 (Thermo-Scientific), congelados 
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utilizando CO2, y mantenidos a -80º C hasta el momento de realizar los cortes. Finalmente, 

se obtuvieron cortes seriados de 50 µm de grosor utilizando un criostato (MICROM 

HM520, Walldorf, Alemania). 

 

4.4.2.2. Inclusión para microscopía electrónica. 

Una vez finalizada la post-fijación en glutaraldehído al 2,5 % v/v /PFA al 2 % p/v en 

tampón fosfato 0,1 M, los cerebros fueron extraídos por completo del cráneo, lavados 5 

veces por 10 min en tampón fosfato 0,1 M a 4º C y cortados en secciones frontales de 100 a 

150 µm en un vibrátomo (Leica VT 1000 S). Para la inclusión, los cortes fueron lavados en 

tampón fosfato 0,1 M dos veces por 10 min y luego fueron transferidos a tetróxido de 

osmio (OsO4) al 2 % en tampón fosfato 0,1 M por 2 h en oscuridad y a temperatura 

ambiente. Posteriormente, los cortes fueron lavados en agua destilada 3 veces por 5 min, 

deshidratados sucesivamente en etanol 25°, 50° y 70° tres veces por 5 min e incubadas en 

acetato de uranilo al 2 % p/v en etanol 70° por 3 h a 4°C y en oscuridad. En forma paralela 

se preparó la resina Araldita 502 (Electron Microscopy Sciences), mezclando 10.8 g de 

araldita, 9.2 g de anhídrido dodecenilsuccínico (DDSA) y 0.4 g del acelerador DMP-30, 

esta mezcla fue agitada vigorosamente y fue puesta en una cámara de vacío para remover 

las burbujas. Posteriormente, las muestras fueron lavadas en etanol 70° por 5 min a 4° C y 

en etanol 95°, y 100° tres veces por 10 min a 4° C y luego fueron lavadas en óxido de 

propileno 2 veces por 10 min a temperatura ambiente. Las muestras se transfirieron a 

araldita y se mantuvieron en agitación toda la noche a temperatura ambiente. Al día 

siguiente las muestras se llevaron a un molde de aluminio y se cubrieron con araldita fresca 

dejando polimerizar por 3 días a 60° C. Posteriormente se procedió a realizar los cortes de 

60 nm en el ultramicrótomo, UltraCutE (Reichert- Jung. Germany) con cuchilla de 



 39 

diamante, a una velocidad de 1.0 mm/s y se recogieron sobre grillas de cobre de 200 mesh 

para su observación en un microscopio electrónico de transmisión (Jeol Jem-1400). 

 

4.5. Ensayos de Inmunolocalización. 

 

4.5.1. Inmunohistoquímica. 

Los cortes de 7 µm, montados en portaobjetos con poli-L-lisina, fueron desparafinados por 

inmersión en tres baños sucesivos de Histo-Clear® y en una batería de etanol a 

concentraciones decrecientes por 5 min cada una. Posteriormente, los cortes fueron 

incubados en H2O2 al 3 % en metanol por 15 min, para inhibir la actividad de las 

peroxidasas endógenas. Los cortes fueron lavados 3 veces por 10 min en tampón Tris-

fosfato 10 mM (Tris 10 mM, NaCl 120 mM, Na2HPO4 8,4 mM, KH2PO4 3,5 mM, pH 7,8), 

y luego incubados con los anticuerpos primarios (Tabla 1) preparados en tampón Tris-

fosfato 10 mM (pH 7,8) y albúmina sérica de bovino al 1 % p/v (Tris-BSA). La incubación 

fue realizada en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 16 h. Posteriormente, 

los cortes fueron lavados 3 veces por 10 min en tampón Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) e 

incubados con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (Tabla 2), 

preparados en Tris-BSA por 2 h en una cámara húmeda, en oscuridad y a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación, los cortes fueron lavados 3 veces por 10 

min en tampón Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) y luego la actividad enzimática de la 

peroxidasa fue revelada utilizando una solución de diaminobenzidina 0,7 µg/mL y H2O2 al 

0,03 % v/v en tampón Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) por 15 min en oscuridad. La reacción 

fue detenida con lavados en agua destilada. A continuación, los cortes fueron sometidos a 

una tinción de contraste nuclear con hematoxilina de Harris y finalmente, fueron 
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deshidratados en una batería de etanol a concentraciones crecientes y en cuatro baños 

sucesivos de Histo-Clear®, para luego ser cubiertos con cubreobjetos utilizando el medio 

de inclusión Histo-Mount®. 

 

4.5.2. Inmunofluorescencia. 

Se utilizaron cortes de tejido incluidos en parafina y cortes de tejido obtenidos por 

microtomía de congelación. Los cortes fueron lavados en tampón Tris-fosfato 10 mM (pH 

7,8) 3 veces por 10 min e incubados con los anticuerpos primarios (Tabla 1) preparados en 

Tris-BSA-Tritón X-100 0,2 % v/v, por 16 h en una cámara húmeda y a temperatura 

ambiente. Transcurrida la incubación, los cortes fueron lavados nuevamente 3 veces por 10 

min en tampón Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) e incubados con los anticuerpos secundarios 

conjugados con fluoróforos (Tabla 2) por 2 h en una cámara húmeda, en oscuridad y a 

temperatura ambiente. Finalmente, los cortes fueron lavados 3 veces por 10 min en tampón 

Tris-fosfato 10 mM (pH 7,8) y montados en medio de montaje para fluorescencia (Dako, 

Carpinteria, CA, EE.UU.). Como tinción nuclear se utilizó ToPro-3 (Invitrogen) o Hoechst 

33258, los que fueron incubados junto a los anticuerpos secundarios. 

 

4.5.3. Inmunoultraestructural. 

Cobayos anestesiados con la mezcla de anestésicos descrita más arriba, fueron perfundidos 

con glutaraldehído al 0,5 % v/v / PFA al 4 % p/v en tampón fosfato 0,1 M. Finalizada la 

perfusión, los cerebros fueron extraídos y post-fijados en PFA al 4 % p/v durante la noche a 

4 ºC. Al día siguiente, los cerebros fueron lavados 5 veces por 10 min en tampón fosfato 

0,1 M a 4º C y cortados en secciones frontales de 30 a 50 µm en un vibrátomo (Leica VT 

1000 S). Luego los cortes fueron lavados en tampón fosfato 0,1 M tres veces por 5 min, 
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fueron incubados en borohidruro de sodio (NaBH4) al 1 % en H2O durante 30 min y 

lavados nuevamente en tampón fosfato 0,1 M seis veces por 10 min (hasta eliminar las 

burbujas). A continuación, los cortes fueron crio-protegidos con sacarosa al 25 % p/v en 

tampón fosfato 0,1 M por 30 min en agitación y luego, se realizó una permeabilización, 

repitiendo 4 ciclos de congelamiento y descongelamiento, al sumergir las muestras en 

metilbutano a -60º C y luego en sacarosa al 25 % p/v. Posterior a la permeabilización, los 

cortes fueron lavados 3 veces por 5 min en tampón fosfato 0,1 M e incubados en albumina 

de suero bovino (BSA) al 0,3 % p/v en tampón fosfato 0,1 M durante 1 h. A continuación, 

las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario, preparado en BSA al 0,3 % p/v 

en tampón fosfato 0,1 M, durante 48 h en agitación. Transcurrido el tiempo, se lavó en 

tampón fosfato 0,1 M tres veces por 10 min; se bloqueó nuevamente, incubando las 

muestras en BSA al 0,5 % p/v en tampón fosfato 0,1 M durante 1 h y se incubó el 

anticuerpo secundario con oro coloidal (dilución 1:50) en BSA al 0,5 % p/v en tampón 

fosfato 0,1 M por 24 h a temperatura ambiente y en agitación. Finalizada la incubación, se 

lavó en tampón fosfato 0,1 M tres veces por 10 min y luego, en acetato sódico al 2 % en 

H2O tres veces por 15 min. Posteriormente, se realizó la intensificación con plata, 

sumergiendo las muestras en volúmenes iguales de los reactivos developer y enhancer por 

30 min y se lavó nuevamente en acetato sódico al 2 % tres veces por 5 min. A continuación, 

se realizó el gold-toning, incubando en cloruro de oro al 0,05 % en H2O por 10 min a 4º C y 

luego, lavando en tiosulfato de sodio al 0.3 % en H2O dos veces por 10 min a 4º C. 

Enseguida se lavó en tampón fosfato 0,1 M tres veces por 10 min, se fijó con glutaraldehído 

al 2 % v/v en tampón fosfato 0,1 M por 30 min y se lavó nuevamente en tampón fosfato 0,1 

M cinco veces por 5 min. Posteriormente, se incubó en Osmio al 1 % v/v / glucosa al 7 % 

p/v en tampón fosfato 0,1 M por 30 min y finalmente, se continuó la inclusión, como una 
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inclusión convencional para microscopia electrónica de transmisión, como se describió más 

arriba. 

 

4.5.4. Inmunocitoquímica. 

Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio de 12 mm recubiertos con poli-

L-lisina 0.2 mg/mL (Sigma) en placas de 24 pocillos. Las células en los vidrios fueron 

lavadas en PBS (pH 7,4) y fijadas en PFA al 4 % p/v por 30 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces por 10 min en tampón Tris-fosfato 10 

mM (pH 7.8), permeabilizadas con tritón X-100 0.2 % v/v (Sigma) por 10 min e incubadas 

con los anticuerpos primarios preparados en Tris-BSA por 16 h en una cámara húmeda a 

temperatura ambiente. Las células fueron lavadas 3 veces por 10 min en tampón Tris-

fosfato 10 mM (pH 7.8) e incubadas con los anticuerpos secundarios conjugados a 

fluoróforos preparados en Tris-BSA por 2 h en una cámara húmeda, en oscuridad y a 

temperatura ambiente. Finalmente, las células fueron lavadas 3 veces por 10 min en tampón 

Tris-fosfato 10 mM (pH 7.8) y montadas en 10 µL de medio de montaje para fluorescencia 

(DAKO). Como tinción nuclear se utilizó ToPro-3. 

 

4.5.5. Estudios de co-localización.  

Los análisis de dobles, triples y cuádruples marcajes fueron realizados utilizando dos, tres o 

cuatro anticuerpos primarios generados en especies animales distintas de modo que no 

exista reacción cruzada (Tabla 1). Los anticuerpos secundarios utilizados tienen unidos 

distintos fluoróforos, para observar la inmunorreactividad mediante el uso de diferentes 

láseres. Los anticuerpos se incubaron en la misma solución (Tris-BSA) y fueron lavados 

según el protocolo descrito anteriormente, en el punto 4.5.3. 
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Tabla 1: Anticuerpos primarios. 

Nombre Especie Dilución Empresa 
Anti-Tubulina ßIII Ratón 1:1000 Promega 
Anti-GFAP  Conejo 1:500 Dako 
Anti-Vimentina Ratón 1:200 Dako 
Anti-SVCT2 G19  Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-SVCT2 T19 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-SVCT2 A16 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-SVCT2 H70 Conejo 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-SVCT2 Conejo 1:100 Abcam 
Anti-PCNA  Ratón 1:400 Dako 
Anti-BrdU  Ratón 1:500 Roche 
Anti-GLUT1  Conejo 1:100 Alpha-diagnostic 
Anti-nestina Ratón 1:50 BD Biosciences 
IL-B4-FITC  - 1:10 Sigma 
 
Tabla 2: Anticuerpos secundarios. 

Nombre Especie Dilución Empresa 
Anti-ratón-HRP Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-conejo-HRP Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-cabra-HRP Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-ratón-Cy2 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-ratón-Dylight 549 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-ratón-Cy5 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-conejo-Cy2 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-conejo-Dylight 549 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-conejo-Cy5 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-cabra-Alexa 488 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-cabra-Cy3 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-cabra-Cy5 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-pollo-Cy2 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-pollo-Cy3 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
Anti-pollo-Cy5 Burro 1:200 Jackson Immunoresearch 
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4.6. Microscopia. 

Las imágenes en campo claro fueron obtenidas en un microscopio Axioplan 2 (Zeiss). 

Las imágenes en fluorescencia fueron obtenidas en un microscopio confocal espectral 

LSM 780 LNO (Zeiss), el cual posee 7 líneas de láser y permite detectar hasta 5 

marcajes en una misma muestra. Por otra parte, también fueron obtenidas imágenes de 

superresolución en un microscopio de superresolución ELYRA S.1 (Zeiss), el cual 

permite obtener imágenes de más de 2 veces la resolución de un microscopio confocal 

convencional. Finalmente, para la realización de proyecciones en tres dimensiones (3D) 

y rendering de imágenes de fluorescencia se utilizó el programa de procesamiento de 

imágenes, Imaris (Bitplane v7.3). 

 

4.7. Inyección intracerebroventricular de peroxidasa. 

Los cobayos fueron anestesiados profundamente con una mezcla de ketamina (60 

mg/kg), xilazina (10 mg/kg) y maleato de acepromazina (10 mg/kg) y enseguida fueron 

ajustados en un marco estereotáxico. A continuación, se infundieron, a un flujo de 3 

µL/min, 45 µL de peroxidasa de rábano picante (HRP; Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) 

al 3 % en PBS estéril en la cavidad del ventrículo lateral del cerebro de cobayos adultos 

(coordenada estereotáxica: 0 mm anteroposterior al bregma; 2,2 mm lateral a la línea 

media; 4 mm ventral al bregma). Luego de 20 o 60 min de la inyección de peroxidasa, 

los cobayos fueron perfundidos con PFA al 1 % / glutaraldehído al 1 % en tampón 

fosfato 0,1 M. Finalizada la perfusión, los cerebros fueron extraídos del cráneo y post-

fijados en la misma mezcla fijadora durante toda la noche a 4º C. Posteriormente, el 

tejido cerebral fue cortado en cortes frontales de 90 µm de espesor utilizando un  
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vibrátomo (Leica VT 1000S) y enseguida, los cortes fueron lavados en tampón fosfato 

0,1 M y la actividad peroxidasa fue revelada utilizando diaminobencidina al 0,1 % / 

H2O2 al 0,03 % en tampón fosfato 0,1 M. Finalmente, los cortes fueron montados para 

microscopía óptica o fueron procesados para microscopía electrónica de transmisión. 

 

4.8. Captura por microdisección láser. 

Regiones específicas de tejido fueron aisladas por microdisección láser. Para realizar 

este procedimiento, los animales fueron sacrificados y se extrajeron sus cerebros. 

Luego, se obtuvo una rebanada de la región de interés de alrededor de 2 mm de grosor y 

fue fijada por inmersión en el fijador Methacarn (Cloroformo 10 %, Acido Acético 30 

% y Metanol 60 %) por 3 h. Transcurrido el tiempo, la muestra fue cortada en un 

vibrátomo (Leica VT 1000 S) a 60 µm de grosor en PBS frío. Luego, los cortes fueron 

montados en membranas PEN (polietileno naftalato), fueron secados al aire y teñidos 

con azul de toluidina. Las áreas de interés (SVZ, LVE o corteza) fueron obtenidas 

mediante un microscopio de microdisección láser LMD7000 (Leica) y fueron recolectas 

y almacenas en RNA later (Ambion) para la posterior extracción de ARNs mensajeros. 

El microscopio de microdisección láser utiliza un láser UV sólido, la frecuencia y 

energía del láser pueden ser ajustadas para muestras gruesas, finas, duras y blandas, 

también se puede ajustar la apertura del láser para producir una línea de corte más o 

menos fina. La colección del espécimen se realiza por gravedad evitando la 

contaminación de la muestra. 
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4.9. RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo real. 

 

4.9.1. Extracción de ARN. 

 

4.9.1.1. Extracción de ARN total. 

La extracción de ARN total fue realizada mediante el uso de Trizol (Invitrogen) a partir 

de trozos pequeños de cerebro de cobayo. Las muestras fueron homogenizadas e 

incubadas en 1 mL de Trizol por 5 min a temperatura ambiente. A continuación, se 

agregó 200 µL de cloroformo, se agitó vigorosamente por 15 s y se incubó por 5 min a 

temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 12.000 

g por 15 min a 4º C y se recuperó la fase acuosa conteniendo el ARN. Posteriormente, se 

agregó 500 µL de isopropanol, se incubó por 10 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 12.000 g por 10 min a 4º C. El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue 

lavado dos veces con 1000 µL de etanol 70 % v/v y centrifugado a 10.000 g por 10 min a 

4º C. El pellet fue resuspendido en 30 µL de agua libre de ARNasa y finalmente, la 

cuantificación y la pureza del ARN fueron estimadas midiendo absorbancia a 260 nm y 

280 nm en un espectrofotómetro SmartSpec 300 (Bio-Rad). 

 

4.9.1.2. Extracción de ARN por columna. 

La extracción de ARN por columna se realizó utilizando el RNAqueous®-Micro Total 

RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.). El tejido capturado 

por microdisección láser, fue tratado con 100 µL de solución de lisis por 30 min a 42º C. 

Transcurrido el tiempo, el lisado fue agitado en un vórtex y fue centrifugado para mezclar 

y colectar. Posteriormente, se adicionó 3 µL de aditivo LCM (laser capture  
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microdissection) al lisado, y se agitó y centrifugó nuevamente. Se agregaron 129 µL de 

etanol 100º y se mezcló utilizando una pipeta. A continuación, lisado fue cargado en un 

microfiltro (previamente humedecido con 30 µL de solución de lisis y centrifugado a 

máxima velocidad) y fue centrifugado a 10.000 x g por 1 min para capturar el ARN en el 

filtro. Se agregó 180 µL de solución de lavado 1 al filtro, se cerró la tapa y se centrifugó a 

10.000 x g por 1 min. Luego, se agregó 180 µL de solución de lavado 2/3 al filtro, se 

cerró la tapa y se centrifugó a 13.000 x g por 30 s. Nuevamente, se agregó 180 µL de 

solución de lavado 2/3 al filtro, se cerró la tapa y se centrifugó a 13.000 x g por 30 s. 

Posteriormente, se removió el filtro del tubo de colección, se eliminó el contenido, se 

reubicó el filtro nuevamente y se centrifugó a 13.000 x g por 1 min para remover el fluido 

residual y secar el filtro. A continuación, el microfiltro fue transferido a un nuevo tubo de 

micro-elusión y se agregó 8 µL de solución de elusión, precalentada a 95º C, al centro del 

filtro. Se dejó a temperatura ambiente por 5 min y luego se centrifugó a 13.000 x g por 1 

min para eluir el ARN del filtro. Por segunda vez, se agregó 8 µL de solución de elusión, 

se dejó a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugó a 13.000 x g por 1 min. 

 

4.9.2. Transcripción reversa del ARN total (RT).  

La síntesis de ADN-copia (ADNc) fue realizada utilizando el RevertAid® H Minus First 

Strand cADN Synthesis Kit (Fermentas International Inc.). Las muestras de ARN total (2 

µg cada una) fueron tratadas con ADNasa I (Fermentas International Inc.) en tampón 

ADNasa I (Fermentas International Inc.) por 30 min a 37º C. La reacción se detuvo al 

incubar con EDTA 2,5 mM por 10 min a 65º C. A continuación, la muestra fue incubada 

con 0,5 µg de oligo-dT por 5 min a 70º C y luego fue llevada a hielo por 2 min.  
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Posteriormente, se agregó el tampón de transcripción pH 8.3 (Tris-HCl 50 mM, KCl 50 

mM, MgCl2 4 mM, DTT 10 mM), la mezcla de dNTPs (1 mM de cada uno) y 20 U del 

inhibidor de ARNasa y se incubó por 5 min a 37ºC. Finalmente, se agregaron 200 U de la 

enzima transcriptasa reversa RevertAid H Minus M-MuLV (Fermentas International Inc.) 

y se incubó por 1 h a 42º C. Al finalizar la reacción, la muestra fue calentada a 70º C por 

10 min. Los controles negativos para la amplificación de las muestras fueron tratados con 

el mismo protocolo de transcripción, pero sin la enzima transcriptasa reversa. 

 

4.9.3. Amplificación del ADNc por PCR.  

La reacción de amplificación del ADNc obtenido se realizó en un termociclador 

Mastercycler (Eppendorf) en presencia de partidores específicos (Tabla 3). Se preparó la 

siguiente mezcla de reacción: Tris-HCl pH 8,8 (10 mM), KCl 50 mM, Nonidet P40 0,8 % 

(v/v), MgCl2 1,5 mM, mezcla de dNTPs (0,2 mM de cada uno), partidores específicos 

(0,2 µM de cada uno), Taq ADN polimerasa 0,3 U (Fermentas) y 1 µL del producto de 

transcripción reversa, en un volumen final de 12.5 µL. La mezcla fue incubada 

inicialmente a 95º C por 5 min, luego se realizaron 35 ciclos de 95º C por 30 s, 55º C por 

30 s y 72º C por 30 s, por último se realizó una extensión final de 72º C por 7 min. Todos 

los ADNc utilizados fueron testeados con partidores específicos para GAPDH y/o S18. 

Los partidores utilizados para amplificar los distintos genes fueron diseñados utilizando 

el programa Oligo Primer®, teniendo en cuenta su Tm, el porcentaje de GC y la 

formación de dímeros y loops. 

 

 

 



 49 

Tabla 3. Partidores 

Nombre gen Secuencia Producto 

GAPDH cuye SN CGCCGCATCGGTATTCCTTC 119 pb 

GAPDH cuye AS ATGAAAGCAGCCCTGGTGAC 

cS18 SN ATGTGGTGTTGAGGAAAGCAG 195 pb 

cS18 AS GCTTGTTGTCCAGACCGTTG 

cSVCT2 SN GTCCATCGGTGACTACTA 114 pb 

cSVCT2 AS ATGCCATCAAGAACACAGGA 

 

4.9.4. Electroforesis en geles de agarosa.  

Para la identificación de los productos de PCR se prepararon geles de agarosa 1,2 %  p/v en 

tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y bromuro de etidio 0,2 µg/mL. Se 

utilizó tampón de carga 6x que contenía glicerol 30 % v/v, azul de bromofenol 0,5 % p/v en 

tampón TAE pH 8,0 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM). Como estándar de peso molecular se 

sembraron 0.5 µg de un estándar de 100 pares de bases [sm #1143 (Fermentas)]. Los geles 

fueron sometidos a un campo eléctrico de 100 V por 30 min en tampón TAE en una cámara 

de electroforesis. Los fragmentos de ADN en el gel fueron visualizados por tinción con 

bromuro de etidio, en un transiluminador de luz ultravioleta. Las imágenes de los geles se 

obtuvieron en un equipo de fotodocumentación de geles (Vilber Lourmat, Marne la Vallée 

Cedex 1, Francia). 

 

4.9.5. RT-PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR). 

La extracción del ARN total y la transcripción reversa fueron realizadas de la misma forma 

que para el RT-PCR convencional. La cuantificación del ADNc de los distintos genes 

evaluados fue realizada en forma relativa a un gen de referencia. Para la cuantificación se 
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utlizó el kit “Brilliant ® SYBR ® Green QPCR master mix” (Agilent Technologies, Inc) en 

un volumen final de 12.5 µL conteniendo 1 µL de ADNc, 500 nM de los partidores 

respectivos, y 30 nM de colorante ROX. Las muestras se denaturaron inicialmente a 95ºC 

por 10 min, luego se realizaron 40 ciclos de 95º C por 30 s, 55º C por 30 s y 72º C por 1 

min, en el termociclador Mastercycler Realplex2 (Eppendorf). Se realizaron curvas de 

calibración, con diluciones seriadas, de una de las muestras para determinar la eficiencia de 

cada una de las reacciones. La cuantificación se realizó comparando el número de ciclos 

requeridos para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct), en relación al número de 

ciclos requeridos para amplificar un gen de referencia sobre su umbral. Los resultados 

fueron cuantificados utilizando el método basado en la eficiencia del PCR (Pfaffl, 2001). 

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa GraphPat InStat 3.0. 

 

4.10. Inyección estereotáxica de células tumorales en el cerebro de cobayos.  

Los cobayos fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal con una mezcla de 

ketamina (60 mg/kg), xilacina (10 mg/kg) y acepromacina maleato (10 mg/kg). Luego de 

rasurar sus cabezas, los animales fueron instalados en un marco estereotáxico. 

Posteriormente, se limpió el área a intervenir con etanol al 70 % v/v y se realizó una 

incisión desde un punto medio entre los ojos hasta un punto medio entre las orejas. Una vez 

descubierto y limpio el cráneo, se localizó el Bregma (punto de referencia para las 

coordenadas estereotáxicas) y se calculó la coordenada para inyectar en la zona 

subventricular del cerebro (0 mm antero-posterior, 3 mm lateral y 4 mm dorso-ventral a 

partir del Bregma). A continuación, se inyectaron 1x106 células tumorales U87 – MG o 

1x106 células tumorales C3 contenidas en un volumen de 10 µL, a un flujo de 1 µL/min, 

utilizando una jeringa Hamilton de 50 µL. Finalmente, los animales fueron suturados 
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utilizando corchetes metálicos y fueron mantenidos en una sala para animales operados 

bajo estrictas condiciones de higiene. Los animales se mantuvieron por 2 a 3 semanas antes 

del sacrificio y análisis de los tumores. 

 

4.11. Tinción histológica para la detección de colágeno. 

Se utilizaron cortes histológicos de cerebro de cobayos a los que previamente se les indujo 

un tumor subventricular. Los cortes fueron desparafinados en tres baños de Histo-Clear® e 

hidratados en una batería de etanol de concentración decreciente. A continuación, los cortes 

fueron lavados en agua destilada y teñidos en hematoxilina de Weigert durante 7 min. 

Luego los cortes fueron lavados en agua corriente por 10 min, en agua destilada por 5 min y 

teñidos en solución Biebrich Scarlett - Fucsina ácida (90 mL 1 % p/v solución acuosa de 

Biebrich Scarlett, 10 mL 1 % p/v solución acuosa de Fucsina ácida y 1 mL ácido acético 

glacial) por 2 min. Posteriormente, los cortes fueron lavados en agua destilada e incubados 

en solución de ácido fosfomolíbdico-fosfotúngstico (2,5 % p/v ácido fosfomolíbdico, 2,5 % 

ácido fosfotúngstico en agua destilada) por 10 min. Los cortes fueron lavados en agua 

destilada y teñidos en azul de metileno (2,5 % p/v en agua destilada) por 5 min. Los cortes 

fueron lavados nuevamente en agua destilada e incubados en solución 1 % v/v ácido acético 

por 4 min. Finalmente, las cortes fueron deshidratados en una batería de etanol de 

concentración creciente y cuatro baños de Histo-Clear® y fueron montados con Histo-

Mount®. 

 

4.12. Ensayos de inmunodetección de proteínas. 

Se realizaron ensayos de inmunodetección de proteínas en membranas immmobilon® -P 

(Millipore) a partir de muestras de tejido de cerebro de cobayo. 
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4.12.1. Obtención de extractos de proteínas totales.  

Los tejidos fueron extraídos, cortados en trozos pequeños y homogenizados con 150 µL de 

un cóctel de inhibidores de proteasas (cOmplete Tables, Mini EDTA-free, EASYpack, 

Roche). Los tejidos homogenizados fueron sonicados a 4º C, luego fueron centrifugados 

por 10 min a 8.000 x g a 4º C y el sobrenadante resultante se conservó a -80º C. La 

concentración de proteínas fue cuantificada por el método de Bradford (Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, California, EE.UU.) midiendo su absorbancia a 595 nm en un 

espectrofotómetro.  

 

4.12.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida y electrotransferencia.  

Para resolver las proteínas de interés, se utilizaron geles al 10 % v/v de 

acrilamida/bisacrilamida. El gel separador fue preparado utilizando una mezcla de 

acrilamida/bisacrilamida (40 % p/v/1,06 % p/v) al 25 % v/v, SDS 0,1 % p/v, TEMED 0,1 

% v/v y persulfato de amonio 0,01 % p/v, preparado en tampón Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8). 

El gel espaciador fue preparado utilizando una mezcla acrilamida/bisacrilamida (40 % 

p/v/1,06 % p/v) 11 % v/v, SDS 0,1% p/v, TEMED 0,1 % v/v y persulfato de amonio 0,01 

% p/v, preparado en tampón Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8). Como tampón de corrida se utilizó 

un tampón Tris-glicina pH 6,8 (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 % p/v). Se 

sembraron 100 µg de proteínas diluidas en tampón de carga 6 x pH 6,8 (Tris-HCl 375 mM, 

SDS 9% p/v, glicerol 50% v/v, β-mercaptoetanol 9% v/v, azul de bromofenol 0,03% p/v). 

Se aplicó un voltaje de 100 V al gel montado en la cámara de electroforesis por 6 h 

aproximadamente. Las proteínas del gel resultante fueron transferidas a membranas 

Immobilon-P. Para esto, el gel fue puesto en contacto con la membrana en una cámara de 
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electrotransferencia en presencia de tampón Tris-HCl 25 mM (pH 8,8), glicina 192 mM y 

metanol 20 % v/v. La electrotransferencia fue realizada a 40 mA durante 16 h a temperatura 

ambiente.  

 

4.12.3. Inmunodetección de las proteínas.  

Una vez realizada la transferencia,  la membrana Immobilon-P fue teñida con una solución 

de rojo Ponceau-S 0,2 % p/v para confirmar la correcta transferencia de las proteínas a la 

membrana. Posteriormente, la membrana fue bloqueada con leche descremada 5 % p/v en 

tampón TBS pH 7,4 (NaCl 150 mM, Tris 10 mM) y Tween-20 0,05 % v/v (TBS-TL) 

durante 30 min. Luego, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios anti-

SVCT2 G19 (1:1000) o anti-SVCT2 T19 (1:1000) diluidos en TBS-TL por 12 h a 4º C. 

Posteriormente, la membrana fue lavada con TBS-Tween-20 y bloqueada con TBS-TL. 

Luego, la membrana fue incubada por 2 h con el anticuerpo secundario anti-cabra IgG 

conjugado con peroxidasa diluido en TBS-TL. Una vez finalizada la incubación, la 

membrana fue lavada con TBS-Tween-20 y luego revelada con un sistema de detección 

quimioluminiscente (Western Lightning Plus-ECL, PerkinElmer Inc, Masasshusets, 

EE.UU.). La señal de quimioluminiscencia fue capturada por un equipo fotodocumentador 

ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences). 
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V. RESULTADOS 

 

5.1. Capítulo 1. Descripción del nicho neurogénico del cerebro de cobayo adulto. 

 

El cerebro de mamíferos adultos mantiene la generación de neuroblastos gracias a la 

existencia de NSCs, que pueden ser encontradas principalmente en la SVZ (Lois y Alvarez-

Buylla, 1993; Reynolds y Weiss, 1992). En el cerebro de ratón, los neuroblastos que se 

originan en la SVZ migran rostralmente en dirección al BO a través de una ruta migratoria 

que se conoce como corriente de migración rostral (RMS) (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; 

Rousselot y col., 1995). En el cerebro humano adulto, aún no se conoce con certeza si la 

RMS está presente. Sin embargo, se ha descrito la existencia de una extensión del 

ventrículo lateral que alcanza el BO (Curtis y col., 2007; Kam y col., 2009).  

En este capitulo describimos la SVZ del cerebro de cobayo adulto y una extensión 

del ventrículo lateral (EVL) similar a la que ha sido descrita en el cerebro de humanos 

adultos. Además, analizamos la distribución celular, la actividad neurogénica, la migración 

de precursores y el efecto de la edad en estas regiones. Esta caracterización se realizó 

usando técnicas inmunohistoquímicas, de inmunofluorescencia, estudios ultraestructurales 

y marcaje in vivo con BrdU. 

 

5.1.1. El cerebro de cobayo adulto posee una extensión del ventrículo lateral, por el 

que fluye líquido cefalorraquídeo y que alcanza el bulbo olfatorio. 

 

El cobayo es una de las pocas especies que posee una cavidad ventricular que 

alcanza el BO; sin embargo, esta cavidad no ha sido previamente descrita. Para definir la 
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disposición de las cavidades ventriculares, se analizaron cortes sagitales y frontales del 

cerebro de cobayo teñidos con hematoxilina–cromótropo (Figura 4A – D). En cortes 

sagitales, se observó que una columna de células conecta el VL con el BO (Figura 4A). Al 

observar con mayor aumento, notamos que esta columna de células se organiza alrededor 

de una cavidad ventricular que se extiende desde el VL y alcanza el BO (Figura 4A, 

insertos). En cortes frontales del área rostral del cerebro, confirmamos que la cavidad 

ventricular es continua, ya que se encontró en todos los cortes desde el BO al VL (Figura 

4B – D). Por consiguiente, dicha cavidad ventricular continua fue denominada como 

"extensión del ventrículo lateral" (EVL). 

A continuación, para determinar si el líquido cefalorraquídeo (LCR) es capaz de 

fluir a través de la EVL, inyectamos peroxidasa en la cavidad del VL y sacrificamos los 

animales al transcurrir 20 y 60 min después de la inyección. A los 20 min después de la 

inyección, la peroxidasa difundió a través del parénquima adyacente a los VL (Figura 5A), 

e interesantemente, la peroxidasa también fue capaz de difundir rostralmente a través de la 

EVL (Figura 5B) alcanzando el BO (Figura 5C). A los 60 min después de la inyección, la 

peroxidasa difundió aún más en el parénquima adyacente a los VL, a la EVL y a la EVL en 

el BO (Figura 5D – F). Estos resultados confirman que LCR fluye a través de la EVL, lo 

que sugiere que la EVL es un ventrículo funcional. 

Para comparar la difusión de peroxidasa en el parénquima adyacente al VL (SVZ), a 

la EVL y a la EVL en el BO, los cortes del cerebro de un cobayo, que fue previamente 

infundido con peroxidasa en el VL y perfundido luego de transcurrir 60 min desde la 

inyección, se procesaron para microscopía electrónica de transmisión y se realizó un 

análisis ultraestructural. La presencia de peroxidasa en el parénquima de la SVZ, de la EVL 

y del BO fue evidenciada por la presencia de un precipitado de diaminobencidina 
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Figura 4. Análisis de la disposición del ventrículo lateral y de la extensión del 
ventrículo lateral en el cerebro de cobayo adulto.  
Cortes histológicos sagitales (A) y frontales (B – D) del cerebro de cobayo, teñidos con 
hematoxilina-cromótropo. (A) Se observó el ventrículo lateral (VL, flechas negras) y la ruta 
migratoria hacia el bulbo olfatorio (BO, inserto). Además, se señalan tres regiones 
diferentes (flechas rojas) que fueron estudiadas posteriormente en cortes frontales. (B) 
Corte frontal de la región anterior del VL donde se localiza la SVZ (inserto). (C) Corte 
frontal donde es posible observar una cavidad ventricular que conecta el VL con el BO, 
dicha cavidad se denominó, extensión del ventrículo lateral (EVL, inserto). (D) Corte 
frontal de la EVL que alcanza el BO (inserto). VL: ventrículo lateral. EVL: extensión del 
ventrículo lateral. BO: bulbo olfatorio.  
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Figura 5. Análisis de la difusión de peroxidasa a través del VL y de la EVL del 
cerebro de cobayo.  
Cortes frontales de cerebros de cobayo infundidos con peroxidasa en la cavidad del VL y 
analizados después de 20 min (A – C) o 60 min (D – F) desde la infusión. (A – C) Después 
de 20 min desde la infusión de peroxidasa en el VL (A), la peroxidasa difundió 
rostralmente a través de la EVL (B) y alcanzó el BO (C). (D – F) Después de 60 min desde 
la infusión de peroxidasa en el VL (D), la peroxidasa difundió aún más en el parénquima 
del VL (D), de la EVL (E) y del BO (F), confirmando que el líquido cefalorraquídeo fue 
capaz de fluir rostralmente a través de la EVL. Mayor aumento en los insertos. VL: 
ventrículo lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. BO: bulbo olfatorio. Barra de 
aumento: 400 µm. 
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de color café, en las imágenes de microscopía de campo claro (Figura 6A, E y K). Estas 

mismas áreas fueron las analizadas posteriormente por microscopía electrónica de 

transmisión. En la SVZ, la difusión peroxidasa en el parénquima adyacente fue evidenciada 

por la presencia de límites intercelulares electrón–densos (Figura 6B). Los límites 

intercelulares fueron más electrón–densos entre las células ependimarias (Figura 6C, 

flechas blancas) que entre las células subependimarias (Figura 6C, flechas negras), 

indicando que existe un gradiente de difusión de la peroxidasa. Adicionalmente, los cilios y 

microvellosidades de las células ependimarias fueron resaltados de forma tenue por la 

presencia de la peroxidasa (Figura 6D, flechas). En la EVL, se observaron algunas células 

electrón–densas en la pared ependimaria y en área subependimaria debido a la 

incorporación de la peroxidasa en el medio intracelular (Figura 6F – H, asteriscos). En 

relación a la difusión de la peroxidasa, ésta fue mayor en la EVL que en la SVZ, resultando 

fácil encontrar cúmulos de peroxidasa entre células subependimarias (Figura 6I – J, 

flechas). En el BO, las células de la pared ependimaria también incorporaron peroxidasa 

(Figura 6K, flechas). Además, la peroxidasa fue observada principalmente entre células 

ependimarias (Figura 6L – N, flechas) y los cilios y microvellosidades de las células 

ependimarias fueron resaltados intensamente por la presencia de la peroxidasa (Figura 6O – 

P, flechas). Estos resultados muestran que la peroxidasa se distribuyó en todas las 

cavidades ventriculares analizadas; sin embargo, ésta se acumuló en el extremo rostral del 

ventrículo, es decir, en la EVL en el BO. 
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Figura 6. Análisis ultraestructural de la difusión de peroxidasa a través de las 
cavidades ventriculares del cerebro de cobayo adulto, usando microscopio electrónica 
de transmisión.  
(A – P) Cortes frontales del cerebro de un cobayo – infundido con peroxidasa en la cavidad 
del VL, 60 min previo a su sacrificio – fueron procesados para microscopia electrónica de 
transmisión. (A) Corte grueso de la SVZ; se observan células oscuras en la pared 
ependimaria (flechas). (B) Se distinguen células ependimarias ciliadas y células en el área 
subependimaria. (C) Los límites celulares son más oscuros entre células ependimarias 
(flechas blancas) que entre células subependimarias (flechas rojas). (D) Los cilios y las 
microvellosidades de las células ependimarias se destacan en forma tenue por la 
peroxidasa. (E) Corte grueso de la EVL; se observan células oscuras en la pared 
ependimaria y en la área subependimaria (flechas). (F y G) Algunas células ependimarias 
(asterisco blanco) y células subependimarias (asterisco negro) se oscurecen por la 
incorporación de peroxidasa. (H) Célula subependimaria que incorporó peroxidasa 
(asterisco). (I y J) Se señalan cúmulos de peroxidasa entre los limites intercelulares de las 
células subependimarias (flechas). (K) Corte grueso del BO; se observan células oscuras en 
la capa ependimaria (flechas). (L, M y N) Los límites intercelulares son más oscuros entre 
células ependimarias (M, flechas) que entre células subependimarias (N, flechas). (O y P) 
Los cilios y las microvellosidades se destacan intensamente por la peroxidasa, sugiriendo 
una acumulación de la peroxidasa en el extremo rostral de la EVL. SVZ: zona 
subventricular. VL: ventrículo lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. BO: bulbo 
olfatorio. 
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5.1.2. Los VLs y la EVL son revestidos por células ependimarias y bajo esta capa de 

células se disponen los neuroblastos a lo largo de la SVZ y de la EVL.  

 

Para determinar si las células ependimarias también revisten las cavidades 

ventriculares del cerebro de cobayo, se realizó una inmunolocalización en cortes frontales y 

sagitales de la SVZ, de la EVL y del BO, utilizando anti–vimentina para detectar las células 

ependimarias. En cortes sagitales, encontramos una reacción positiva para anti-vimentina 

en la pared de los VL y en la pared de la EVL a lo largo de toda su extensión (Figura 7A, 

insertos). Posteriormente, confirmamos estas observaciones en cortes frontales. Primero en 

la SVZ, observamos que una línea de células ependimarias reviste el VL, separando la SVZ 

de la cavidad ventricular (Figura 7B y E). Las células ependimarias también fueron 

observadas revistiendo la EVL, incluyendo la EVL en el BO (Figura 7C – G). Por otra 

parte, también se detectaron células gliales (astrocitos) mediante anti–vimentina en la zona 

subependimaria de la SVZ, de la EVL y de la EVL en el BO (Figura 7B – G). 

A continuación, para determinar la presencia de neuroblastos en la SVZ, en la EVL 

y en el BO del cerebro de cobayo, se realizó una inmunolocalización en cortes frontales y 

sagitales, utilizando anti–tubulina βIII para detectar los neuroblastos. En cortes sagitales, 

observamos la presencia de neuroblastos anti–tubulina βIII positivos en la SVZ de los VL y 

también en la EVL, incluyendo la EVL en el BO (Figura 8A, insertos). Luego, 

confirmamos estas observaciones en cortes frontales. En la SVZ, observamos que los 

neuroblastos se localizan en la zona subependimaria (Figura 8B y E, flechas). En la EVL, 

se determinó que las células que se organizan alrededor de la esta cavidad eran neuroblastos 

(Figura 8C y F, flechas); éstos se encontraron altamente empaquetados rodeando la EVL y 

levemente más dispersos en la EVL del BO (Figura 8D y G, flechas). Posteriormente, para 
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Figura 7. Localización de las células ependimarias en la SVZ y en la EVL del cerebro 
de cobayo adulto.  
Las células ependimarias fueron detectadas con el anticuerpo anti-vimentina (1:200) en 
cortes sagitales (A) y frontales (B – G) de cerebro de cobayo. Se observó que las células 
ependimarias revisten el VL (A, B y E) y también la EVL (A, C y F) y la EVL en el BO 
(A, D y G). E, F y G mayores aumentos de B, C y D, respectivamente. VL: ventrículo 
lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. BO: bulbo 
olfatorio. Barras de aumento: A: 500 µm, B – D: 100 µm, E – G: 50 µm. 
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Figura 8. Localización de los neuroblastos en la SVZ y en la EVL del cerebro de 
cobayo adulto.  
Los neuroblastos fueron detectados con el anticuerpo anti-tubulina ßIII (1:1000) en cortes 
sagitales (A) y frontales (B – G) de cerebro de cobayo. Los neuroblastos se localizaron en 
pequeñas agrupaciones en la SVZ bajo la capa de células ependimarias (A, B y E, flechas); 
densamente empaquetados en rodeando la EVL (A, C y F, flechas) y menos empaquetados 
en la EVL en el BO (A, D y G, flechas). E, F y G mayores aumentos de B, C y D, 
respectivamente. Los neuroblastos fueron cuantificados en la SVZ, en la EVL y en la EVL 
en el BO (H). El número de neuroblastos incrementa progresivamente desde la SVZ hacia 
la EVL en el BO. Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis estadístico se 
realizó utilizando el test ANOVA de una cola, *** P < 0,001. n = 3. VL: ventrículo lateral. 
EVL: extensión del ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. BO: bulbo olfatorio. 
Barras de aumento: A: 500 µm, B – D: 100 µm, E – G: 50 µm. 
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determinar cómo varía el número de neuroblastos a lo largo de las cavidad analizadas, 

cuantificamos los neuroblastos en la SVZ, en la EVL y en el BO y encontramos que su 

número aumentó progresivamente desde la SVZ hacia la EVL en el BO, donde alcanzaron 

un promedio de 2.559 ± 164,5 neuroblastos por sección (Figura 8H). 

Para definir y comparar las distribuciones gliales y neuronales en la SVZ, en la EVL 

y en la EVL en el BO del cerebro de cobayo, se realizó una inmunolocalización en cortes 

frontales de éstas regiones, utilizando anti–tubulina βIII para detectar neuroblastos, anti–

vimentina para detectar células ependimarias y gliales, isolectina B4 para detectar células 

ependimarias y Hoechst para detectar los núcleos. A continuación, analizamos las muestras 

por microscopía confocal espectral, y obtuvimos proyecciones tridimensionales en el plano 

Z (Figura 9). Observamos una distribución glial y neuronal diferencial a lo largo de la SVZ 

del VL (Figura 9A). En la región dorsal del VL, observamos un alto número de 

neuroblastos codistribuidos con un bajo número de astrocitos, ambos localizados por debajo 

de la línea de células ependimarias (Figura 9B). En la región medial del VL, observamos 

que la cantidad de neuroblastos fue menor en comparación con las región dorsal del VL 

mientras que la cantidad de células gliales fue mayor (Figura 9C). En relación a la 

distribución glial y neuronal en la EVL, observamos una alta densidad de neuroblastos 

rodeando la EVL justo debajo de la línea de células ependimarias, y éstos neuroblastos, a su 

vez, fueron rodeados por astrocitos (Figura 9D, E y F). En el BO, la cavidad ventricular 

posee un diámetro mayor, y los neuroblastos se observaron más dispersos y codistribuidos 

con astrocitos (Figura 9G, H y I). 
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Figura 9. Análisis confocal espectral de la distribución neuronal y glial en la SVZ y en  
la EVL del cerebro de cobayo adulto.  
Las imágenes representan proyecciones en plano Z y reconstrucción en 3D, usando 
múltiples marcadores, anti-tubulina ßIII (1:1000) como marcador neuronal, anti-vimentina 
(1:200) como marcador glial, isolectina B4 (1:10) como marcador de células ependimarias 
y Hoechst 33258 (1:1000) como marcador nuclear. (A) Distribución glial y neuronal en la 
SVZ de los VL, se observan diferentes distribuciones celulares a lo largo del VL. (B) 
Mayor aumento de la región dorsal del LV; se observa que las células ependimarias (verde) 
revisten el VL, que una gran cantidad de neuroblastos (rojo) se localiza justo por debajo de 
las pared de células ependimarias y que una pequeña cantidad de células gliales (amarillo) 
se co-distribuye con los neuroblastos. (C) Mayor aumento de la región central del VL; se 
observan pocos neuroblastos co-distribuidos con muchas células gliales. (D) Distribución 
celular en la EVL, se observa que las células ependimarias (verde) revisten la EVL, que los 
neuroblastos (rojo) se encuentran densamente empaquetados rodeando la pared de células 
ependimarias y que a su vez las células gliales rodean la corriente de neuroblastos. (E – F) 
Mayor aumento de la imagen D. (G) Distribución celular en la EVL en el BO, se observa 
que la cavidad ventricular tiene un mayor diámetro y que los neuroblastos se encuentran 
dispersos rodeando la EVL y codistribuidos con las células gliales. (H – I) Mayor aumento 
de la imagen G. VL: ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. EVL: extensión del 
ventrículo lateral. 
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5.1.3. La citoarquitectura de la SVZ y de la EVL de cobayo adulto es semejante a la 

citoarquitectura de la SVZ de ratón, pero posee características de la SVZ 

humana.  

 

Para complementar y confirmar los resultados de distribución celular obtenidos mediante 

los análisis inmunohistoquímicos y de inmunofluorescencia, se realizó un análisis 

ultraestructural para determinar la citoarquitectura de la SVZ y de la EVL del cerebro de 

cobayo adulto. En el VL, observamos que una línea oscura de células ependimarias separa 

la cavidad ventricular de la SVZ (Figura 10A y B). Estas células presentan cilios (Figura 

10C, flechas amarillas) y microvellosidades (Figura 10C, flechas blancas) en su superficie 

apical; presentan un núcleo irregular con invaginaciones profundas, él que se compone 

principalmente de eucromatina con grandes cúmulos de heterocromatina asociadas a la 

membrana nuclear (Figura 10D, G y H, letra e). De todos los tipos celulares observados en 

la SVZ, las células ependimarias poseen el citoplasma más electrón–denso, portando el 

mayor número de mitocondrias (Figura 10J, en azul) y también, algunas gotas pequeñas de 

lípidos (Figura 10K, flechas amarillas). Además, observamos que algunas células 

ependimarias poseen un proceso radial dirigido a los vasos sanguíneos (Figura 10E, en 

azul). Esta característica fue descrita previamente en las células ependimarias humanas 

(Quinones-Hinojosa y col., 2006). Bajo la línea oscura de células ependimarias, 

observamos un alto número de neuroblastos dispuestos en grupo, sin espacio extracelular 

visible (Figura 10F, en rojo). Estas células presentan un núcleo ovalado con grandes y 

pequeños cúmulos de cromatina condensada y tienen un citoplasma escaso y electrón–

denso (Figura 10F, en rojo). También localizados bajo la línea de células ependimarias, y 

cercanos a los neuroblastos, encontramos a los astrocitos. Estas células presentan un núcleo 
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ovalado eucromático, con algunos cúmulos grandes de heterocromatina (Figura 10D y H, 

letra b); presentan el citoplasma más electrón–lúcido comparado a las demás células 

analizadas, con inclusiones electrón–densas (Figura 10G y H, flechas amarillas) y 

numerosas mitocondrias (Figura 10H). Algunos astrocitos, a través de sus procesos, fueron 

observados tocando la superficie ventricular y haciendo contacto con el líquido 

cefalorraquídeo (Figura 10B, G y H, flechas negras). Esta clase de astrocitos se ha 

observado previamente en la SVZ de ratón adulto, donde fueron descritos como las células 

madre neurales del cerebro adulto (Mirzadeh y col., 2008). Por otro lado, también 

observamos uniones adherentes entre las células ependimarias y los astrocitos que 

contactan el ventrículo (Figura 10I, flechas blancas), así como entre las células 

ependimarias (Figura 10C, flechas negras). En relación a las células tipo C, se localizan 

cerca de los astrocitos y de los neuroblastos, y poseen un citoplasma electrón–lúcido y un 

núcleo grande e irregular con numerosos cúmulos pequeños de cromatina condensada  

(Figura 10J, en rosado). Por último, observamos axones en la cavidad ventricular, los que 

poseen un contenido denso y numerosas mitocondrias (Figura 10K, en amarillo). 

En la EVL, los tipos celulares que observamos poseen una morfología similar a la 

observada en la SVZ; sin embargo, las cantidades y la distribución de estos tipos celulares 

fueron diferentes (Figura 11A y B). En la EVL, las células ependimarias presentan un 

núcleo más grande y con una menor cantidad de invaginaciones que las células 

ependimarias de la SVZ (Figura 11B y F, letra e); también presentan cilios y 

microvellosidades en su superficie apical (Figura 11D), y algunas tienen un proceso radial, 

como fue observado en las células ependimarias de la SVZ (Figura 11C, en azul). Bajo la 

línea de células ependimarias, observamos una gran cantidad de neuroblastos (Figura 11B, 

E y F, en rojo), cuya morfología es igual a la que describimos en los neuroblastos de la 
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Figura 10. Análisis ultraestructural de la SVZ del cerebro de cobayo, usando 
microscopia electrónica de transmisión. 
(A) Corte semifino de la SVZ teñido con azul de toluidina. (B) En la SVZ es posible 
distinguir la línea de células ependimarias, diferentes tipos celulares en el área 
subependimaria y vasos sanguíneos. (C) Las células ependimarias poseen cilios (flechas 
amarillas) y microvellosidades (flechas blancas) en su superficie apical y se unen a través 
de uniones adherentes (flechas negras). (D) Célula ependimaria (e), astrocito (b) y 
neuroblasto (a); la célula ependimaria (e) posee un núcleo irregular y un citoplasma 
electrón-denso. (E) Células ependimarias (en azul) con un proceso radial dirigido hacia los 
vasos sanguíneos. (F) Tres neuroblastos (a, en rojo) en el área subependimaria; poseen un 
núcleo heterocromático, y un citoplasma electrón-denso. (G y H) Astrocitos (b, en verde) 
en el área subependimaria; poseen un citoplasma electrón-lúcido con cuerpos electrón-
densos (flechas amarillas) y algunos contactan el ventrículo (flechas negras en B, G y H). 
(I) Uniones adherentes entre células ependimarias y astrocitos que contactan el ventrículo 
(flechas blancas). (J) Célula tipo C (en rosado); posee un núcleo irregular con pequeños 
grupos de heterocromátina y un citoplasma electrón-lúcido. (K) Axones de la cavidad 
ventricular (en amarillo) en contacto directo con células ependimarias y astrocitos; poseen 
mitocondrias y vesículas electrón-densas en su interior. VL: ventrículo lateral. VS: vaso 
sanguíneo. 
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SVZ; sin embargo, en la EVL observamos un mayor número de procesos conductores de 

neuroblastos con una alta cantidad de microtúbulos (Figura 11G, en rojo), lo que 

probablemente se debe a que existe un alto número de neuroblastos en migración, en 

diferentes posiciones rostro–caudales. Además, observamos que los procesos conductores 

de los neuroblastos nunca hicieron contacto con los vasos sanguíneos; sin embargo, 

observamos pies de astrocitos contactando los vasos sanguíneos (Figura 11H, en verde). 

Por otro parte, observamos muy pocos astrocitos; algunos de ellos se localizan cerca de la 

línea de células ependimarias (Figura 11I y G, en verde) y la mayoría se localiza entre los 

grupos de neuroblastos y el parénquima adyacente (Figura 11B). De manera interesante, 

identificamos dos astrocitos que hacían contacto con el ventrículo (Figura 11I y J, en verde 

(b)), similares a los que observamos en la SVZ. En el área subependimaria, también 

observamos oligodendrocitos (Figura 11C, en amarillo), mientras que no observamos 

células tipo C en la EVL. Por último, también observamos axones en la cavidad ventricular 

de la EVL (Figura 11J, en amarillo y en naranja). Es más, estos axones fueron observados 

haciendo contacto sináptico con astrocitos que contactan el ventrículo (Figura 11K, flechas 

amarillas), lo que sugiere que las NSC de cobayo podrían ser reguladas por axones 

ventriculares, similar a lo que se ha descrito previamente (Tong y col., 2014). 

 

5.1.4. La capacidad proliferativa y neurogénica se concentra en la SVZ y el 

envejecimiento reduce estas capacidades drásticamente. 

 

Para determinar si la SVZ del cerebro de cobayo alberga células con capacidad 

proliferativa como ha sido descrito en la SVZ del cerebro de ratón y para determinar si 

estas células también pueden ser encontradas a lo largo de la EVL, analizamos la capacidad  
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Figura 11. Análisis ultraestructural de la EVL del cerebro de cobayo, usando 
microscopia electrónica de transmisión. 
(A) Corte semifino de la EVL teñido con azul de toluidina. (B) En la EVL se distinguen la 
línea de células ependimarias, una gran cantidad de células en el área subependimaria y 
vasos sanguíneos. (C) Las células ependimarias poseen una morfología similar a la 
morfología observada en la SVZ y algunas también poseen un proceso radial (en azul). 
Además, se observa un oligodendrocito (en amarillo). (D) Las células ependimarias (e) 
poseen cilios y microvellosidades en su superficie apical. (E) En el área subependimaria, 
hay un gran número de neuroblastos altamente empaquetados (en rojo). (F) Los 
neuroblastos (a, en rojo) se localizaron por debajo de la línea de células ependimarias (e); 
poseen un núcleo heterocromático y un citoplasma electrón-denso. (G) Un astrocito (en 
verde) separado de una célula ependimaria (en azul) por el proceso conductor de un 
neuroblasto; los astrocitos poseen un núcleo eucromático y un citoplasma electrón-lúcido. 
(H) “Pies” de astrocitos (en verde) en contacto directo con los vasos sanguíneos. (I) 
Astrocito (b, en verde) haciendo contacto con el ventrículo. (J) Grupo de axones de la 
cavidad ventricular (en amarillo y en naranja) en contacto directo con la superficie apical de 
un astrocito; los axones poseen mitocondrias y vesículas electrón-densas en su interior. (K) 
Contactos sinápticos (flechas amarillas) entre un axón y un astrocito. EVL: extensión del 
ventrículo lateral. VS: vaso sanguíneo. 
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proliferativa de la SVZ, de la EVL y de la EVL en el BO, mediante la administración y 

marcaje in vivo con BrdU. Posterior al marcaje, realizamos un análisis de 

inmunolocalización en cortes frontales y sagitales utilizando anti–BrdU para detectar 

células en proliferación. Encontramos que las células BrdU positivas se localizan en el área 

subependimaria de la SVZ, de la EVL y del BO y que el número de estas células varía 

considerablemente a lo largo de las áreas analizadas, detectando abundantes células BrdU 

positivas en la SVZ (Figura 12A, inserto), mientras que solo algunas en la EVL (Figura 

12A, inserto). Confirmamos los resultados utilizando cortes frontales de las tres áreas. En la 

SVZ, observamos varias células BrdU positivas bajo la línea de células ependimarias 

(Figura 12B y E, flechas). En la EVL, incluyendo la EVL en el BO, observamos muy pocas 

células BrdU positivas (Figura 12C, D, F y G, flechas). A continuación, realizamos una 

cuantificación del número de células BrdU positivas en las tres áreas (Figura 12H). 

Encontramos que el número promedio de células BrdU positivas fue de 171,53 ± 10,01 en 

la SVZ; sin embargo, el número promedio en la EVL y en el BO se redujo más de 10 veces 

(Figura 12H). En conjunto, estos resultados sugieren que la capacidad proliferativa se limita 

a la SVZ en el VL y que la EVL carece de esta propiedad. 

A continuación, para determinar si existen cambios en la composición celular de la 

SVZ y de la EVL de cobayos de más edad, se analizaron animales de 6 y 12 meses de edad. 

En cortes frontales de la SVZ y de la EVL, se llevó a cabo un análisis de 

inmunolocalización con anti–vimentina para detectar células ependimarias, con anti–

tubulina βIII para detectar neuroblastos y con anti–BrdU para detectar células en 

proliferación. En la SVZ de cobayos de 6 y 12 meses de edad, observamos que la ubicación 

de las células se mantuvo sin cambios; las células ependimarias revistieron el ventrículo, y 

los neuroblastos y células BrdU positivas se localizaron bajo de la línea de células 
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Figura 12. Detección de las células BrdU positivas (células tipo B y tipo C) en la SVZ y 
en la EVL del cerebro de cobayo adulto.  
Las células BrdU positivas fueron detectadas con el anticuerpo anti-BrdU (1:500) en cortes 
sagitales (A) y frontales (B – G) de cerebro de cobayo. Se detectó una gran cantidad de 
células BrdU positivas en la SVZ (A, B y E, flechas), mientras que en la EVL (A, C y F, 
flechas) y en la EVL en el BO (A, D y G, flechas) se detectaron muy pocas. E, F y G 
mayores aumentos de B, C y D, respectivamente. Las células BrdU positivas fueron 
cuantificadas en las SVZ, en la EVL y en la EVL en el BO (H). Se encontró que el número 
de células BrdU positivas es más de 10 veces menor en la EVL y en la EVL en el BO en 
comparación al número de células en la SVZ. Los datos se presentan como promedio ± SD. 
El análisis estadístico se realizó utilizando el test ANOVA de una cola, *** P < 0,001. n = 
3. VL: ventrículo lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. 
BO: bulbo olfatorio. Barras de aumento: A: 500 µm, B – D: 100 µm, E – G: 50 µm. 
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ependimarias (Figura 13A – C). Sin embargo, en la SVZ de cobayos de 12 meses de edad, 

observamos que la cantidad de neuroblastos y de células BrdU positivas se redujo (Figura 

13G – I). Del mismo modo, en la EVL de cobayos de 6 y 12 meses de edad, observamos 

que la cavidad ventricular se mantuvo abierta, y que la ubicación de las células se mantuvo 

sin cambios (Figura 13D – F). Sin embargo, el número de neuroblastos y células BrdU 

positivas se redujo dramáticamente en la EVL de animales de 12 meses de edad (Figura 13J 

– L). Para confirmar estos resultados, el número de neuroblastos (Figura 13M) y de células 

BrdU positivas (Figura 13N) fue cuantificado en la SVZ y en la EVL de cerebros de 

cobayos de 1, 6 y 12 meses de edad. Tanto el número neuroblastos como el de células BrdU 

positivas disminuyó progresivamente con la edad en la SVZ y en la EVL. Estos resultados 

demuestran que el nicho neurogénico de cobayo reduce su capacidad proliferativa y la 

génesis de neuroblastos con el aumento en la edad de los animales. 

 

5.1.5. Los neuroblastos que se originan en la SVZ, migran rodeando la EVL en 

dirección hacia el BO, donde se diferencian a neuronas periglomerulares y 

granulares. 

 

Para determinar si los neuroblastos que se generan en la SVZ, migran 

posteriormente al BO, administramos cinco pulsos de BrdU a tres grupos de cobayos, los 

que mantuvimos por 1, 5 o 10 días post–marcaje. Luego, realizamos un análisis de 

inmunolocalización con anti–BrdU en cortes frontales de los cerebros. Al día post–marcaje, 

observamos células BrdU positivas principalmente en la SVZ (Figura 14A) y muy pocas 

células a lo largo de la EVL (Figura 14B y C). A los 5 días post–marcaje, observamos una 

gran cantidad de células BrdU positivas distribuidas en la SVZ (Figura 14D), en la EVL  
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Figura 13. Composición celular de la SVZ y de la EVL en cobayos de 6 y 12 meses de 
edad. 
Cortes frontales de cerebro de cobayo adulto de 6 (A – F) y 12 (G – L) meses de edad 
fueron marcados con anti-vimentina (1:200) (A, G, D y J), anti-tubulina ßIII (1:1000) (B, 
H, E y K) y anti-BrdU (1:500) (C, I, F y L). La cavidad ventricular de la EVL se mantuvo 
en animales viejos (D – F, J – L). Las células ependimarias revisten el VL (A y G) y la 
EVL (D y J) en animales viejos de igual manera a lo observado en animales jóvenes (1 mes 
de edad, figura). La cantidad de neuroblastos en la SVZ (B y H) y en la EVL (E y K) fue 
progresiva y dramáticamente reducida en cobayos viejos. Además, la cantidad de células 
proliferativas (células BrdU positivas) también se redujo en forma dramática en la SVZ (C 
y I) y en la EVL (F y L). Se cuantificó el número de neuroblastos (M) y el número de 
células BrdU positivas (N) en la SVZ y en la EVL del cerebro de cobayos adultos de 1, 6 y 
12 meses de edad. En ambos casos, en neuroblastos y en células BrdU positivas, el número 
de células disminuyo progresivamente en la SVZ y en la EVL a medida que aumenta la 
edad del animal. Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis estadístico se 
realizó utilizando el test ANOVA de una cola, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. n = 3 
por edad. VL: ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. EVL: extensión del ventrículo 
lateral. Barra de aumento:50 µm.  
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(Figura 14E) y en la EVL en el BO (Figura 14F). A los 10 días post–marcaje, observamos 

células BrdU positivas localizadas principalmente en la EVL en el BO (Figura 14I), y muy 

pocas células en la SVZ (Figura 14G). Confirmamos estos resultados mediante la 

cuantificación del número de células BrdU positivas en la SVZ, en la EVL y en la EVL en 

el BO y graficamos los datos como porcentaje del total de células BrdU positivas por 

animal (Figura 14J). Encontramos que el porcentaje de células BrdU positivas se redujo 

progresivamente en la SVZ y aumentó progresivamente en el BO a medida que 

trascurrieron los días después del marcaje con BrdU; sin embargo, en la EVL, el porcentaje 

de células BrdU positivas se mantuvo casi sin cambios (Figura 14F). Estos resultados 

muestran que los neuroblastos migran desde la SVZ (donde el porcentaje de células 

disminuye en el tiempo) hacia el BO (donde el porcentaje de células aumenta en el tiempo) 

y que la EVL en el cerebro de cobayo es una ruta migratoria (debido a que el porcentaje de 

células se mantiene en el tiempo). Posteriormente, analizamos el BO de los animales 

mantenidos hasta los 10 días post–marcaje y encontramos células BrdU positivas en la capa 

glomerular (Figura 15A y C, flechas) y la capa granular (Figura 15B y D, flechas) del BO. 

Este resultado sugiere que los neuroblastos que se generan en la SVZ del cerebro de cobayo 

dan origen a neuronas granulares y neuronas periglomerulares. 
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Figura 14. Análisis de la migración de neuroblastos en el cerebro de cobayo adulto. 
Se inyectaron 5 pulsos de BrdU (50mg/Kg cada pulso) a tres grupos de cobayos, los que se 
analizaron a 1 (A – C), 5 (D – F) y 10 (G – I) días post-marcaje. Las células BrdU positivas 
fueron detectadas con el anticuerpo anti-BrdU (1:500). (A – C) A 1 día post-marcaje, las 
células BrdU positivas   se observan principalmente en la SVZ (A) y pocas células BrdU 
positivas a lo largo de la EVL (B – C). (D – F) A 5 días post-marcaje, se observó una 
mayor cantidad de células BrdU positivas a lo largo de la EVL (E – F). (G – I) A los 10 
días post-marcaje, se observó una menor cantidad de células en la SVZ (G) y una mayor 
cantidad en la EVL en el BO (I). (J) Se cuantificó el número de células BrdU positivas en 
la SVZ, en la EVL y en la EVL en el BO. El número de células BrdU positivas disminuyó 
progresivamente en la SVZ y aumento progresivamente en el BO al aumentar los días post-
marcaje; sin embargo, en la EVL el número de células BrdU positivas prácticamente no 
varió, sugiriendo que los neuroblastos migran desde la SVZ hacia el BO a través de la EVL. 
Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis estadístico se realizó utilizando el 
test ANOVA de una cola, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. n = 3. VL: ventrículo 
lateral. SVZ: zona subventricular. EVL: extensión del ventrículo lateral. BO: bulbo 
olfatorio. Barra de aumento: 100 µm.  
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Figura 15. Análisis del destino de neuroblastos generados la SVZ del cerebro de 
cobayo adulto. 
Se inyectaron 5 pulsos de BrdU (50mg/Kg cada pulso) a un grupo de cobayos, los que 
fueron analizados luego de 10 días después del marcaje. Las células BrdU positivas fueron 
detectadas con el anticuerpo anti-BrdU (1:500). Observamos que las células BrdU positivas 
se localizan en las capas glomerular (A y C) y granular (B y D) del BO, lo que sugiere que 
los neuroblastos generados en la SVZ dan origen a neuronas periglomerulares (A y C) y 
neuronas granulares (B y D). Barra de aumento: 100 µm. 
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5.2. Capítulo 2. Estudio del efecto de la deficiencia en vitamina C en la SVZ y en la 

EVL del cerebro de cobayo adulto. 

 

Existen numerosos estudios que involucran a la vitamina C como un modulador de 

la diferenciación y de la neurogénesis; sin embargo, se desconoce el efecto que tiene esta 

molécula en el nicho neurogénico localizado en la SVZ del cerebro adulto. A continuación, 

analizamos cuál es el efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre la neurogénesis 

que se lleva a cabo en la SVZ, también incluyendo en el análisis, a la EVL. Este estudio se 

realizó utilizando técnicas inmunohistoquímicas y de inmunofluorescencia, además de 

marcaje in vivo con BrdU y análisis ultraestructural por microscopia electrónica de 

transmisión. 

 

5.2.1. La deficiencia en vitamina C en cobayos adultos induce una disminución en la 

cantidad de neuroblastos y de células proliferativas en la SVZ y en la EVL. 

 

Para determinar si la deficiencia en vitamina C afecta la génesis de neuroblastos en 

la SVZ y la presencia de éstos en la EVL, realizamos un análisis de inmunolocalización 

utilizando el marcador de neuroblastos, anti-tubulina ßIII, en cortes frontales de la SVZ y 

de la EVL de un animal control, de un animal con 14 días de deficiencia en vitamina C y de 

un animal con 21 días de deficiencia en vitamina C. En la SVZ, observamos que los 

neuroblastos se localizan en el área subependimaria (Figura 16A, B y C, flechas), como fue 

descrito previamente, y que la cantidad de éstos se redujo progresivamente a medida que 

aumentaron los días de deficiencia en vitamina C (Figura 16A, B y C, flechas). En la EVL, 

los resultados fueron similares, los neuroblastos mantienen su localización subependimaria;  
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Figura 16. Detección de neuroblastos en el cerebro de cobayos adultos deficientes en 
vitamina C.  
Cortes frontales de cerebro de cobayo control (A y D) y de cerebro de cobayo con 14 (B y 
E) y 21 (C y F) días de deficiencia en vitamina C, marcados con anti-tubulina ßIII 
(1:1000). Los neuroblastos en la SVZ (A – C) y en la EVL (D – F) disminuyeron 
progresivamente a medida que aumentaron los días de deficiencia en vitamina C (flechas). 
(G y H) Los neuroblastos fueron cuantificados en la SVZ (G) y en la EVL (H) de animales 
control y animales con deficiencia en vitamina C. El número de neuroblastos disminuyó en 
forma progresiva desde el animal control hasta el animal con 21 días de deficiencia tanto en 
la SVZ como en la EVL. Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis 
estadístico se realizó utilizando el test ANOVA de una cola y el post-test Bonferroni * P < 
0,05, ** P < 0,01. n = 12. VL: ventrículo lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. 
SVZ: zona subventricular. Barra de aumento: 100 µm.  
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sin embargo, la cantidad de éstos disminuye progresivamente a medida que aumentaron los 

días de deficiencia en vitamina C (Figura 16D, E y F, flechas). Para confirmar estas 

observaciones, cuantificamos el número de neuroblastos en la SVZ (Figura 16G) y en la 

EVL (Figura 16H) en las tres situaciones experimentales. Encontramos, tanto en la SVZ 

como en la EVL, que la disminución de neuroblastos es progresiva y significativa a medida 

que aumentaron los días de deficiencia en vitamina C y que en cobayos con 21 días de 

deficiencia esta disminución alcanza el 41,67 ± 0,05% en la SVZ (Figura 16G) y el 49,92 ± 

0,19% en la EVL (Figura 16H). Para determinar si la disminución de neuroblastos en 

animales deficientes en vitamina C se relaciona con una disminución de las células 

proliferativas, se realizó un análisis de inmunolocalización con el marcador anti-PCNA 

para detectar las células proliferativas en cortes frontales de la SVZ y en la EVL de 

cerebros de cobayos deficientes en vitamina C. En la SVZ, observamos que las células 

PCNA positivas se localizan en el área subependimaria (Figura 17A, flechas) y que la 

cantidad de ellas, al igual que lo observado con los neuroblastos, disminuye 

progresivamente a medida que aumentan los días de deficiencia en vitamina C (Figura 17A, 

B y C, flechas). En la EVL, también observamos una disminución de las células PCNA 

positivas en animales deficientes en vitamina C (Figura 17D, E y F). Para corroborar las 

observaciones con el marcador anti-PCNA, realizamos un marcaje in vivo con BrdU para 

detectar en forma especifica células en la fase S del ciclo celular. Luego, realizamos un 

análisis de inmunolocalización en cortes frontales de la SVZ y de la EVL de cerebros de 

cobayos deficientes en vitamina C y cuantificamos el número de células BrdU positivas 

presentes en estas áreas. Observamos que tanto en la SVZ (Figura 18A, B y C) como en la 

EVL (Figura 18D, E y F) la cantidad de células BrdU positivas disminuye en los animales 

deficientes en vitamina C. Mediante la cuantificación, encontramos que en la SVZ hay una 
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Figura 17. Detección de las células PCNA positivas (células tipo B y tipo C) en el 
cerebro de cobayos adultos deficientes en vitamina C.  
Cortes frontales de cerebro de cobayo control (A y D) y de cerebro de cobayo con 14 (B y 
E) y 21 (C y F) días de deficiencia en vitamina C, marcados con anti-PCNA (1:100) como 
marcador de proliferación. (A – C) En la SVZ, las células PCNA positivas (flechas) 
disminuyeron en forma progresiva a medida que aumentaron los días de deficiencia en 
vitamina C. (D – F) En la EVL, las células PCNA positivas (flechas) disminuyeron en 
cobayos con deficiencia en vitamina C (E y F). VL: ventrículo lateral. EVL: extensión del 
ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. n = 12. Barra de aumento: 100 µm. 
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Figura 18. Detección de las células BrdU positivas (células tipo B y tipo C) en el 
cerebro de cobayos adultos deficientes en vitamina C.  
Cortes frontales de cerebro de cobayo control (A y D) y de cerebro de cobayos de 14 (B y 
E) y 21 (C y F) días de deficiencia en vitamina C, marcados con anti-BrdU (1:200) como 
marcador de proliferación. (A – C) Muchas células BrdU positivas se observan en la SVZ 
de un cobayo control (A), pero disminuyen en forma progresiva en cobayos de 14 (B) y 21 
(C) días en deficiencia en vitamina C (flechas). (D – F) Pocas células BrdU positivas se 
observan en la EVL de cobayos control (D) y aún menos en la EVL de cobayos con 
deficiencia en vitamina C (E y F) (flechas). (G y H) Las células BrdU positivas se 
cuantificaron en la SVZ (G) y en la EVL (H) de cobayos control y con deficiencia en 
vitamina C. El número de células BrdU positivas disminuyó en cobayos con deficiencia en 
vitamina C. Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis estadístico se realizó 
utilizando el test ANOVA de una cola y el post-test de Bonferroni, ** P < 0,01. n = 9. VL: 
ventrículo lateral. EVL: extensión del ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. Barra de 
aumento: 100 µm.  
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disminución significativa de las células BrdU positivas a los 21 días de deficiencia en 

vitamina C (Figura 18G), mientras que en la EVL, encontramos que existe una tendencia a 

la disminución de las estas células en animales con deficiencia (Figura 18H). 

Posteriormente, para definir si la deficiencia en vitamina C provoca alteraciones en 

la distribución celular de la SVZ en el cerebro de un cobayo, se realizó un análisis de 

inmunofluorescencia en cortes frontales de la SVZ del cerebro de un animal control y de un 

animal con 21 días de deficiencia en vitamina C, utilizando múltiples marcadores, anti-

tubulina ßIII para detectar neuroblastos, anti-vimentina para detectar células ependimarias y 

células gliales, isolectina B4 para detectar células ependimarias y Hoechst para detectar 

núcleos y luego, se realizaron proyecciones en tres dimensiones (3D) en el plano Z 

utilizando un microscopio confocal espectral (Figura 19). Con bajo aumento, observamos 

que la inmunorreacción de anti-vimentina fue más pareja a lo largo de la SVZ del cerebro 

de cobayo con 21 días de deficiencia en vitamina C (Figura 19B, en amarillo) en 

comparación a la SVZ control (Figura 19A, en amarillo). También observamos que los 

neuroblastos se localizan principalmente en el área dorsal del VL (Figura 19A1 y B1, en 

rojo); sin embargo, en la SVZ del cobayo control también observamos neuroblastos en el 

área medial (Figura 19A2) y en el área ventral del VL (Figura 19A3), mientras que no 

observamos neuroblastos en estas dos regiones en la SVZ del cobayo con deficiencia en 

vitamina C (Figura 19B2 y B3). Adicionalmente, también realizamos el mismo análisis en 

la EVL (Figura 20A y B) y observamos una diferencia importante en la densidad de 

neuroblastos que se organizan alrededor de la cavidad ventricular (Figura 20A2 y B2), 

siendo mucho menor en cobayos con 21 días de deficiencia en vitamina C (Figura 20B2). 

Por otro lado, también fue posible observar una diferencia en la cantidad de células gliales 

entre la dos condiciones (Figura 20A1 y B1). 
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Figura 19. Análisis confocal espectral de la distribución neuronal y glial en la SVZ del 
cerebro de cobayos deficientes en vitamina C.  
Proyecciones en el eje Z, reconstrucción en 3D y tile scanning, usando múltiples 
marcadores, anti-tubulina ßIII (1:1000), anti-vimentina (1:100), isolectina B4 (1:10) y 
Hoechst 33258 (1:1000). (A) Distribución glial y neuronal de la SVZ de un cobayo control. 
(A1 – A3) Mayor aumento del área dorsal (A1), medial (A2) y ventral (A3) del VL en la 
imagen (A). (B) Distribución glial y neuronal de la SVZ de un cobayo con 21 días de 
deficiencia en vitamina C. (B1 – B3) Mayor aumento del área dorsal (B1), medial (B2) y 
ventral (B3) del VL en la imagen (B); se observó que la distribución de las células gliales 
fue diferente en comparación con el control y que la cantidad de neuroblastos (rojo) en las 
tres áreas analizadas fue menor. VL: ventrículo lateral. SVZ: zona subventricular. 
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Figura 20. Análisis confocal espectral de la distribución neuronal y glial en la EVL del 
cerebro de cobayos deficientes en vitamina C.  
Proyecciones en el eje Z, reconstrucción en 3D y tile scanning, usando múltiples 
marcadores, anti-tubulina ßIII (1:1000), anti-vimentina (1:100), isolectina B4 (1:10) y 
Hoechst 33258 (1:1000). (A) Distribución de células gliales y neuronales en la EVL del 
cerebro de un cobayo control. (A1) Mayor aumento de la EVL en la imagen (A). (A2) 
Imagen (A1) sin marca para núcleos y células gliales. (B) Distribución glial y neuronal en 
la EVL del cerebro de un cobayo con 21 días de deficiencia en vitamina C. (B1) Mayor 
aumento de la EVL en la imagen (B). (B2) Imagen (B1) sin marca para núcleos y células 
gliales; se observó que la densidad de los neuroblastos (rojo) fue mucho menor que en el 
control; sin embargo, la cantidad de células gliales (amarillo) fue similar. EVL: extensión 
del ventrículo lateral. 
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Para demostrar que la disminución de neuroblastos no se encuentra restringida a un 

área en particular, sino más bien se observa a lo largo de toda SVZ o a lo largo de toda la 

EVL, tomamos un corte (7 µm) cada 5 cortes desde el seriado de un cobayo control y desde 

el seriado de un cobayo con deficiencia en vitamina C, y de esta manera, reconstruimos en 

tres dimensiones una región de 560 µm de longitud de la EVL. Posteriormente, realizamos 

un análisis de inmunolocalización en los cortes seleccionados utilizando anti-tubulina ßIII 

para marcar los neuroblastos, y por último, apilamos y reconstruimos las imágenes 

obtenidas utilizando el software IMARIS® (Figura 21). Con este experimento 

corroboramos que efectivamente la disminución de neuroblastos se observa a lo largo de 

toda la EVL en el cerebro de cobayos con deficiencia en vitamina C (Figura 21F, G y H) al 

comparar con la EVL del animal control (Figura 21B, C y D). Adicionalmente, al 

cuantificar las áreas de inmunorreacción positivas para tubulina ßIII en cada plano en 

ambas condiciones, encontramos que en promedio las áreas positivas para tubulina ßIII son 

un 55,37% menor en el animal con deficiencia en vitamina C con respecto al control 

(Figura 21I), resultado que reproduce las cuantificaciones del número de neuroblastos en la 

Figura 16. 

 

5.2.2. La deficiencia en vitamina C altera la morfología de células, y la localización y 

composición celular en la SVZ y en la EVL de cerebro de cobayo adulto. 

 

Para determinar si la deficiencia en vitamina C provoca alteraciones en la 

morfología de las células del nicho neurogénico o en la citoarquitectura de la SVZ o EVL, 

estudiamos y comparamos por microscopía electrónica de transmisión, la ultraestructura de 

la SVZ y de la EVL del cerebro de cobayos control y cobayos con deficiencia en vitamina C. 
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Figura 21. Reconstrucción en tres dimensiones del área ocupada por los neuroblastos 
en la EVL de un cobayo control y uno con 21 días de deficiencia en vitamina C. 
Reconstrucción en 3D de 16 cortes frontales apiladas, marcadas con el anticuerpo anti-
tubulina ßIII (rojo, 1:1000) y hematoxilina (azul). Cada corte tiene 7 µm de grosor y está 
separado del corte siguiente por 28 µm, reconstruyéndose, de esta forma, una región de 560 
µm por medio del software IMARIS®. (A) Cortes originales de la EVL de un cobayo 
control apilados. (B – D) Diferentes ángulos del resultado del apilamiento de la imagen (A) 
reconstruido en 3D. (E) Cortes originales de la EVL de un cobayo con 21 días de 
deficiencia en vitamina C apilados. (F – H) Diferentes ángulos del resultado del 
apilamiento de la imagen (E) reconstruido en 3D. (I) Las áreas anti-tubulina ßIII positivas 
de la EVL se midieron usando el software IMARIS®. Las áreas en la EVL de un cobayo 
con 21 días de deficiencia en vitamina C disminuyeron a un 55,37% del control. Los datos 
se presentan como promedio ± SD. El análisis estadístico se realizó usando el test 
Wilcoxon, *** P < 0,001.  
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Tal como fue descrito previamente en la sección 1.3., los diferentes tipos celulares 

presentes en la SVZ y en la EVL fueron identificados de acuerdo a sus características 

ultraestructurales, tanto en el cerebro de cobayos control como en el cerebro cobayos con 

deficiencia en vitamina C. De esta forma, en la SVZ control identificamos a las células 

ependimarias por la presencia de cilios y microvellosidades en su superficie apical, por su 

núcleo irregular y su citoplasma electrón-denso (Figura 22C – H); identificamos a los 

neuroblastos por su núcleo heterocromático y su escaso citoplasma electrón-denso (Figura 

22C – H, células en rojo); e identificamos a los astrocitos por su núcleo eucromático y su 

citoplasma electrón-lúcido (Figura 22C – H, células en verde); las células de tipo C se 

identificaron por su citoplasma electrón–lúcido y su núcleo grande e irregular con 

numerosos cúmulos pequeños de cromatina condensada; sin embargo, no encontramos 

células tipo C en las imágenes seleccionadas para la figura. Ahora bien, al comparar la SVZ 

control y la SVZ del animal con deficiencia en vitamina C, observamos que no existen 

grandes diferencias en cuanto a las morfología de las células. En la SVZ deficiente (Figura 

22B, I – N), las células ependimarias mantienen sus cilios y microvellosidades apicales, y 

sus núcleos se observan tan irregulares como en la SVZ control, y los neuroblastos (Figura 

22I – N, células en rojo) y los astrocitos (Figura 22I – N, células en verde) también 

mantienen sus características ultraestructurales distintivas. En relación a la citoarquitectura 

de la SVZ de animales deficientes, observamos que aún cuando las diferentes células de la 

SVZ mantienen su localización característica, la cantidad de células formando parte de la 

arquitectura celular es evidentemente menor al comparar con el control (Figura 22B, I – N). 

Observamos que el tipo celular que disminuye en la SVZ de animales deficientes en 

vitamina C, es el neuroblasto, mientras que la cantidad de astrocitos y de células 

ependimarias se mantiene sin variaciones.  
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Figura 22. Análisis ultraestructural de la SVZ de cerebros de cobayos deficientes en 
vitamina C. 
(A, C – H) Cortes ultrafinos de la SVZ del cerebro de un cobayo control; se distinguen la 
línea de células ependimarias ciliadas y diferentes tipos celulares en el área subependimaria 
(A). Las células ependimarias presentan cilios y microvellosidades apicales, un núcleo 
irregular y un citoplasma electrón-denso (C – H). En la zona subependimaria, los 
neuroblastos (en rojo) poseen un núcleo heterocromático y un citoplasma escaso y electrón-
denso (C – H); los astrocitos (en verde) poseen un núcleo eucromático, un citoplasma 
electrón-lúcido y con frecuencia hacen contacto con el ventrículo (C – H); las células de 
tipo C no se observan en este set de imágenes. (B, I – N) Cortes ultrafinos de la SVZ de un 
cerebro de cobayo con deficiencia en vitamina C; la distribución de las células fue similar a 
la SVZ control; sin embargo, las cantidades de éstas fueron alteradas. Se observa una 
reducción de la cantidad de neuroblastos al comparar con el control y, por lo consiguiente, 
las células subependimarias son principalmente astrocitos (I – N). Sin embargo, se 
observaron menos astrocitos haciendo contacto con el ventrículo (I – N). Célula apoptótica 
(línea discontinua) (L). LV: ventrículo lateral. VS: vaso sanguíneo. 
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A continuación, finalizamos nuestro análisis utilizando la microscopía electrónica de 

transmisión, comparando la ultraestructura de la EVL del cerebro de cobayos control y 

cobayos con deficiencia en vitamina C. De la misma forma que se realizó para la SVZ, 

identificamos las diferentes células que forman parte de la EVL de acuerdo a sus 

características ultraestructurales descritas antes. De esta forma, a diferencia de lo observado 

en la SVZ, al comparar la EVL en ambas condiciones, encontramos importantes diferencias 

en cuanto a la morfología de las células. En la EVL de animales deficientes en vitamina C, 

observamos que las células ependimarias presentan un forma cúbica y un núcleo muy 

irregular (Figura 23B, I – N), mientras que en la EVL control las células ependimarias se 

presentan con una forma más plana y con un núcleo más regular (Figura 23A, C – H). En el 

área subependimaria, la morfología de las células también varía, observándose núcleos con 

tamaño y forma más regular en la EVL control (Figura 23A, C – H) en comparación a la 

EVL de un animal deficiente en vitamina C (Figura 23B, I – N). En la citoarquitectura de la 

EVL de animales deficientes también encontramos importantes variaciones al comparar con 

la citoarquitectura de la EVL control. Primero, observamos una gran disminución en la 

cantidad de neuroblastos en la EVL de animales deficientes (Figura 23B, I – N, células en 

rojo), mientras que los astrocitos parecieron aumentar su número (Figura 23B, I – N, células 

en verde). Esta variación en la cantidad de células tiene como consecuencia un variación en la 

localización de estas células en el área subependimaria, mientras que en la EVL control son 

los neuroblastos lo que se localizan justo por debajo de la línea de células ependimarias 

(Figura 23A, C – H, células en rojo), en la EVL de un animal deficiente en vitamina C 

observamos que son los astrocitos los que toman esta ubicación (Figura 23B, I – N, células en 

verde). Estos resultados en conjunto, demuestran la importancia de la vitamina C en el 

proceso neurogénico y en la mantención de la citoarquitectura de los nichos neurogénicos. 
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Figura 23. Análisis ultraestructural de la EVL del cerebro de cobayos deficientes en 
vitamina C. 
(A, C – H) Cortes ultrafinos de la EVL del cerebro de un cobayo control; se distinguen la 
línea de células ependimarias ciliadas y una gran cantidad de células en el área 
subependimaria (A). Los neuroblastos (en rojo) y los astrocitos (en verde) presentan una 
morfología similar a la descrita en la SVZ control; sin embargo, el núcleo de las células 
ependimarias es más regular en la EVL (C – H) en comparación a la SVZ control. La 
mayoría de las células subependimarias corresponden a neuroblastos (C – H). (B, I – N) 
Cortes ultrafinos de la EVL de un cerebro de cobayo con deficiencia en vitamina C; la 
distribución de células fue similar a la LVE control; sin embargo, la cantidad de células se 
redujo dramáticamente y la morfología de los núcleos de las células ependimarias está 
alterada en forma considerable (I – N). El tipo de celular que se redujo fueron los 
neuroblastos (células en rojo), mientras que el número de astrocitos (células en verde) 
aumentó (I – N). EVL: extensión del ventrículo lateral. VS: vaso sanguíneo. 
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5.2.3. El transportador de vitamina C, SVCT2, se expresa en el cerebro de cobayo, y 

su expresión a nivel de mensajero aumenta en cobayos deficientes de vitamina C. 

 

Para determinar si el ARN mensajero del transportador de vitamina C, SVCT2, es 

expresado en el cerebro de cobayo adulto, realizamos un análisis de RT-PCR convencional 

de un extracto de ARN total de corteza cerebral de cobayo, utilizando partidores específicos 

para amplificar un segmento del ARN mensajero de SVCT2 de cobayo. Detectamos un 

transcrito único de 114 pb, que corresponde al tamaño esperado (Figura 24A, surco 2). 

Adicionalmente, utilizamos partidores específicos para amplificar un segmento del ARN 

mensajero de la proteína housekeeping, S18, de cobayo, detectando un trascrito único de 

195 pb, que corresponde al tamaño esperado (Figura 24A, surco 2). Posteriormente, para 

determinar sí la proteína, SVCT2, es expresada en el cerebro de cobayo adulto, realizamos 

un ensayo de Western blot utilizando un extracto de proteínas totales de corteza cerebral de 

cobayo y un anticuerpo policlonal purificado por afinidad que reconoce el extremo N-

terminal de SVCT2 de rata y humano, el anticuerpo anti-SVCT2 G19. Mediante este 

ensayo, detectamos una banda de un tamaño de 65 kDa aproximadamente (Figura 24B), 

que está de acuerdo al tamaño descrito para esta proteína en otras especies. 

Para determinar cuál es el efecto de la deficiencia en vitamina C, sobre el nivel de 

expresión de su transportador, SVCT2, en el cerebro de cobayo, realizamos un RT-PCR en 

tiempo real a partir de extractos de ARN mensajero de cerebro de cobayos control y de 

cobayos deficientes en vitamina C. Estos extractos se obtuvieron a partir de tres áreas del 

cerebro: la SVZ, la EVL y la corteza cerebral, las que a su vez se obtuvieron mediante el 

método de microdisección láser. Determinamos que el nivel de expresión del ARN 

mensajero para SVCT2 en cobayos deficientes en vitamina C es significativamente 
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Figura 24. Expresión de SVCT2 en la corteza cerebral de cobayo adulto. 
(A) RT-PCR convencional, utilizando partidores específicos para amplificar un segmento 
de 114 pb del ARN mensajero SVCT2 y partidores específicos para amplificar un segmento 
de 195 pb del ARN mensajero de la proteína housekeeping, S18. Surco 1: marcador de 
tamaño molecular de 100 pb. Surco 2: ADN copia de corteza cerebral de cobayo adulto. 
Surco 3: control negativo con H2O. (B) Western blot para detectar SVCT2 en un extracto 
de proteínas totales (150µg) de corteza cerebral de cobayo adulto, utilizando el anticuerpo, 
anti-SVCT2 G19 (1:200). Se observa una banda de un tamaño de 65 KDa 
aproximadamente. 
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Figura 25. Análisis del nivel de expresión del ARN mensajero de SVCT2 en el cerebro 
de cobayos control y en el cerebro de cobayos deficientes en vitamina C. 
RT-PCR en tiempo real para determinar el nivel de expresión del ARN mensajero para 
SVCT2 relativo a la expresión del ARN mensajero del gen housekeeping, S18, en extractos 
de SVZ, EVL y corteza cerebral de cobayos control y de cobayos deficientes en vitamina 
C, obtenidos por microdisección láser. El nivel de expresión del ARN mensajero para 
SVCT2 en cobayos deficientes en vitamina C es significativamente mayor al nivel de 
expresión en cobayos control. Los datos se presentan como promedio ± SD. El análisis 
estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no pareados, de tres 
experimentos independientes. ** P < 0,01. n = 3 animales por condición. 
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mayor al nivel de expresión en animales control (Figura 25). Estos resultados sugieren que 

la condición de deficiencia en vitamina C en el cerebro de cobayos adultos, induce un 

aumento en el nivel de expresión del ARN mensajero para SVCT2. 

 

5.2.4. SVCT2 se expresa en células ependimarias, en neuronas y en vasos sanguíneos 

del cerebro de cobayos control y de cobayos deficientes en vitamina C. 

 

Una vez que demostramos que SVCT2 se expresa a nivel de ARN mensajero y 

proteína en el cerebro de cobayo, quisimos determinar la localización de SVCT2 en el 

cerebro de cobayo y sí existen diferencias con el cerebro de cobayos deficientes en 

vitamina C. Para esto realizamos un análisis de inmunolocalización en cortes frontales de 

cerebros de cobayo control y deficiente, utilizando 5 anticuerpos disponibles para SVCT2: 

anti-SVCT2 G19, abcam, T19, H70 y A16. Para cada uno de los anticuerpos utilizados, 

analizamos dos regiones del cerebro: el ventrículo lateral, donde se encuentra la SVZ 

(Figura 26), y la corteza cerebral (Figura 27). En la región del ventrículo de animales 

control, observamos que los anticuerpos marcan principalmente a las células ependimarias 

(Figura 26A – E, puntas de flecha e inserto en E), mientras que en la SVZ propiamente tal 

no se define claramente el marcaje de algún tipo celular; sin embargo, detectamos una 

inmunorreacción para SVCT2 en vasos sanguíneos cercanos al área ventricular (Figura 26A 

– E, flechas e insertos en B, C y D). En animales deficientes, determinamos que la 

reactividad de los anticuerpos es muy similar a lo observado en el control, marcando 

principalmente células ependimarias (Figura 26F – J, puntas de flecha e insertos en F y H) 

y vasos sanguíneos (Figura 26F – J, flechas e insertos en G e I). Para confirmar la 

especificidad de la reacción, se analizaron controles negativos sin anticuerpo primario  
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Figura 26. Expresión y localización de SVCT2 en la SVZ del cerebro de cobayos 
control y cobayos deficientes en vitamina C. 
Análisis de inmunolocalización del transportador, SVCT2, en la SVZ del cerebro de 
cobayos control (A – E) y de cobayos deficientes en vitamina C (F – J), utilizando 5 
anticuerpos anti-SVCT2 diferentes: G19 (A y F dilución 1:50), abcam (B y G, dilución 
1:100), T19 (C y H, dilución 1:50), H70 (D e I, dilución 1:50) y A16 (E y J, dilución 1:50). 
Se observa que los diferentes anticuerpos marcan células ependimarias (A – J, puntas de 
flecha) y vasos sanguíneos en la SVZ (A – J, flechas) tanto en la SVZ control como en la 
SVZ deficiente. Controles negativos sin anticuerpo primario, utilizando el secundario anti-
cabra (K) y el secundario anti-conejo (L). VL: ventrículo lateral. VS: vaso sanguíneo. Barra 
de aumento: 100 µm. 
  



 110 

 

  



 111 

(Figura 26K y L). Determinamos que el anticuerpo secundario anti-cabra, utilizado para los 

anticuerpos primarios anti-SVCT2 G19, T19 y A16, marca en forma tenue los fascículos de 

los axones del cuerpo estriado (Figura 26K) y que el anticuerpo secundario anti-conejo, 

utilizado para los anticuerpos primarios anti-SVCT2 abcam y H70, no reaccionó con el 

tejido (Figura 26L). En cuanto a la región de la corteza cerebral de cobayos control, 

observamos una clara reactividad en vasos sanguíneos (Figura 27A – E, insertos) y una 

marca más tenue en el soma de las neuronas corticales (Figura 27A - E, flechas en insertos). 

En animales deficientes, la expresión y localización de SVCT2 fue muy similar (Figura 27F 

– J, insertos y flechas). Luego, para comparar nuestros resultados en la corteza cerebral de 

cobayo, analizamos cortes frontales de corteza cerebral de rata (Figura 27K – O). 

Definimos que los anticuerpos marcan los somas de las neuronas corticales en el cerebro de 

rata y lo hacen con mayor intensidad que lo observado en la corteza de cobayo; sin 

embargo, los anticuerpos no marcan los vasos sanguíneos en el cerebro de rata (Figura 27K 

– O, flechas en insertos). Además, determinamos que si bien los diferentes anticuerpos 

marcan las mismas estructuras, la intensidad de la inmunorreacción varía con cada 

anticuerpo; por ejemplo, los vasos sanguíneos son marcados intensamente con el anticuerpo 

anti-SVCT2 T19 en cerebro de cobayo (Figura 27C y H), mientras que los somas de las 

neuronas corticales son marcados de forma más clara con el anticuerpo anti-SVCT2 H70 en 

cerebro de rata (Figura 27N). 

A continuación, nos preguntamos sí la expresión de SVCT2 también ocurre en los 

vasos sanguíneos del cerebro humano. Esta pregunta surge del hecho de que los seres 

humanos y los cobayos tienen en común la incapacidad de sintetizar vitamina C, por lo 

tanto, estas especies podrían tener en común características relacionadas a la distribución e 

incorporación de vitamina C en diversos órganos, como por ejemplo, el cerebro. Para  
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Figura 27. Expresión y localización de SVCT2 en la corteza cerebral de cobayos 
control y de cobayos deficientes en vitamina C. 
Análisis de inmunolocalización del transportador, SVCT2, en la corteza del cerebro de 
cobayos control (A – E) y de cobayos deficientes en vitamina C (F – J) y de la corteza 
cerebral de rata (K – O), utilizando 5 anticuerpos anti-SVCT2 diferentes: G19 (A, F y K, 
dilución 1:50), abcam (B, G y L, dilución 1:100), T19 (C, H y M, dilución 1:50), H70 (D, I 
y N, dilución 1:50) y A16 (E, J y O, dilución 1:50). Se observa que los diferentes 
anticuerpos marcan somas de neuronas (A – J, flechas en insertos) y vasos sanguíneos (A – 
J, insertos) en la corteza cerebral de cobayos control y deficientes. En los controles de 
corteza cerebral de rata, los anticuerpos solo marcan somas de neuronas (K – O, flechas en 
insertos). Barra de aumento: 100 µm. 
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contestar a esta interrogante, llevamos a cabo un análisis de inmunolocalización utilizando 

el anticuerpo, anti-SVCT2 T19, en cortes de cerebro humano derivados del tejido de tres 

tumores cerebrales humanos diferentes (Figura 28). Utilizamos el anticuerpo anti-SVCT2 

T19, ya que fue el anticuerpo que marcó en forma más clara los vasos sanguíneos en el 

cerebro de cobayo (Figura 27C y H). De esta forma, determinamos que SVCT2 se expresa 

en diversos tipos celulares presentes en los tumores cerebrales humanos y que 

efectivamente, los vasos sanguíneos de diferentes calibres del cerebro humano expresan 

SVCT2 (Figura 28, flechas e insertos). Además, en algunos vasos sanguíneos notamos que 

la expresión de SVCT2 en la pared del vaso se presenta de una manera discontinua (Figura 

28F, flechas). 

Posteriormente, para estudiar en qué tipo de vasos sanguíneos se expresa SVCT2 en 

los cerebros de cobayos control y deficientes en vitamina C, realizamos un análisis de 

inmunofluorescencia utilizando múltiples marcajes: anti-GLUT1, que se expresa en células 

endoteliales del cerebro; anti-vimentina, que se expresan en células musculares lisas y anti- 

SVCT2 T19. En el cerebro de cobayos control, determinamos que la gran mayoría de los 

vasos sanguíneos expresan GLUT1 (Figura 29A, E, I, M y Q); que algunos vasos 

sanguíneos expresan vimentina (Figura 29B, F, J y N flecha) y otros no la expresan (Figura 

29B y D, puntas de flecha); y que numerosos vasos sanguíneos expresan SVCT2 (Figura 

29C, G, K, O y S, flechas), pero no todos (Figura 29C, G, K, O y S, puntas de flecha). 

Observamos que todos los vasos sanguíneos que expresan vimentina, también expresan 

SVCT2 (Figura 29D, H, L y P), y que algunos vasos sanguíneos que expresan GLUT1, no 

expresan SVCT2 (Figura 29A – D y Q – T, puntas de flecha). Cabe señalar, que al observar 

las imágenes de superposición (Figura 29D y H, flecha) da la impresión de que algunos 

vasos sanguíneos que expresan SVCT2, no expresan GLUT1; sin embargo, al observar con  
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Figura 28. Expresión y localización de SVCT2 en vasos sanguíneos de tumores 
cerebrales humanos. 
Análisis de inmunolocalización del transportador, SVCT2, en tres tumores cerebrales 
humanos diferentes: primer tumor (A – C), segundo tumor (D – H) y tercer tumor (I). Para 
la detección se utilizó el anticuerpo anti-SVCT2 T19 (1:50), observándose la expresión de 
SVCT2 en diversos tipos celulares presentes en los tumores cerebrales humanos y también, 
en los vasos sanguíneos de diferentes calibres (A – I, flechas). Adicionalmente, en algunos 
vasos sanguíneos se observa una expresión discontinua en la pared del vaso (F, flechas). 
VS: vaso sanguíneo. Barra de aumento: 50 µm. 
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Figura 29. Análisis de colocalización entre SVCT2, GLUT1 y vimentina en vasos 
sanguíneos de cerebro de cobayo control. 
Análisis de inmunofluorescencia, utilizando múltiples marcajes, anti-GLUT1 (1:100, rojo), 
anti-vimentina (1:200, cían) y anti-SVCT2 T19 (1:50, verde). La gran mayoría de los vasos 
sanguíneos expresan GLUT1 (A, E, I, M y Q), algunos vasos de mayor calibre expresan 
vimentina (B, F, J y N) y la mayoría expresa SVCT2 (C, G, K, O y S). Hay vasos 
sanguíneos que expresan GLUT1, pero no expresan SVCT2 (A – D y Q – T, puntas de 
flecha), y en vasos de mayor calibre, SVCT2 se expresa de una forma discontinua en la 
pared de los vasos (G, K y O, puntas de flecha). Se observa que GLUT1 tiene una 
localización luminal y abluminal (I, flechas), mientas que SVCT2 presenta una localización 
luminal (K y L, flechas). Barra de aumento: 50 µm. 
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detención, podemos concluir que la baja expresión de GLUT1 en algunos vasos sanguíneos 

se ve enmascarada por una alta expresión de SVCT2. Comprobamos que la expresión de 

SVCT2 se presenta de manera discontinua en la pared de vasos sanguíneos de un mayor 

calibre en el cerebro de cobayo (Figura 29G, K y O, puntas de flecha), similar a lo 

observado previamente en los vasos sanguíneos de tumores de cerebro humano (Figura 28). 

Finalmente, definimos que la expresión de GLUT1 ocurre tanto en la cara luminal como en 

la abluminal de los vasos sanguíneos (Figura 29I – L, flechas), mientras que SVCT2 se 

observa principalmente en la cara luminal de vaso (Figura 29L, flechas). Las observaciones 

fueron similares en cerebro de cobayos deficientes (Figura 30), donde la mayoría de los 

vasos sanguíneos expresan GLUT1 (Figura 30A, E, I, M y Q); algunos vasos de mayor 

calibre expresan vimentina (Figura 30B, F y J, flechas); la mayoría de los vasos expresa 

SVCT2 y la expresión se presenta de una forma discontinua en un mismo vaso (Figura 

30G, K, O y S, puntas de flecha). También, definimos que la expresión de SVCT2 se 

presenta en la cara luminal, mientras que GLUT1 se muestra en la cara abluminal de los 

vasos sanguíneos (Figura 30L, P y T, flechas). En conjunto, estos resultados indican que en 

el cerebro de cobayo adulto control y deficiente, SVCT2 es expresado en capilares 

sanguíneos (anti-vimentina -) y en arterias medianas (anti-vimentina +) y que la expresión 

ocurre principalmente en la cara luminal del vaso sanguíneo. 
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Figura 30. Análisis de colocalización entre SVCT2, GLUT1 y vimentina en vasos 
sanguíneos de cerebro de cobayo deficientes en vitamina C. 
Análisis de inmunofluorescencia, utilizando múltiples marcajes, anti-GLUT1 (1:100, rojo), 
anti-vimentina (1:200, cían) y anti-SVCT2 T19 (1:50, verde). De la misma forma que en el 
cerebro control, la mayoría de los vasos sanguíneos expresa GLUT1 (A, E, I, M y Q) y 
SVCT2 (C, G, K, O y S). SVCT2 se expresa en forma discontinua en la pared de los vasos 
(H, L, P y T, flechas), y por otro lado, se observa que GLUT1 tiene una localización 
abluminal (L, P y T, flechas), mientas que SVCT2 presenta una localización luminal (L, P 
y T, flechas). Barra de aumento: A – H: 30 µm, I – T: 10 µm.  
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vasos sanguíneos de mayor calibre, con espacio perivascular (Figura 31A, B, D, E y G – I, 

flechas negras) y de los vasos sanguíneos de menor calibre, sin espacio perivascular (Figura 

31C, F, J y K, flechas negras). Por otro lado, corroboramos nuestros hallazgos por 

microscopía óptica al observar que las partículas de oro se distribuyen en forma discontinua 

en la pared del vaso (Figura 31). Definimos que esta discontinuidad se produce debido a 

que en un mismo vaso sanguíneo, algunas células endoteliales expresan SVCT2 y otras no 

lo expresan (Figura 31, flechas rojas indican limites intercelulares y flechas negras indican 

partículas de oro). En el cerebro de cobayos deficientes (Figura 32) las observaciones 

fueron similares al las del cerebro de cobayos control (Figura 31); SVCT2 se expresa en la 

superficie luminal de las células endoteliales de vasos sanguíneos (Figura 32A – I, flechas  

negras), y también, se localiza en vesículas al interior de estas células (Figura 32J, flechas), 

indicando que el transportador se compartimentaliza. Además, determinamos que la 

expresión de SVCT2 también se presenta en forma discontinua en la pared de los vasos del 

cerebro de cobayos deficientes (Figura 32A – I, flechas rojas indican limites intercelulares). 

Finalmente, hay que señalar que en la microfotografías de vasos sanguíneos de animales 

deficientes (Figura 32) da la impresión que hay una menor expresión de SVCT2 que en los 

vasos sanguíneos de cobayos control (Figura 31); sin embargo, esto se debe a que en los 

cortes ultrafinos del cerebro de animales deficientes no encontramos vasos sanguíneos de 

mayor calibre, con espacio perivascular, que son los que expresan SVCT2 en un nivel 

mayor. 
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Figura 31. Análisis inmunoultraestructural de la localización de SVCT2 en vasos 
sanguíneos del cerebro de cobayo control. 
Análisis de la localización de SVCT2 en el cerebro de cobayo control, por inmunogold y 
microscopía electrónica de transmisión, utilizando el anticuerpo anti-SVCT2 T19 (1:50). Se 
observa que SVCT2 se expresa en la superficie luminal de células endoteliales de vasos 
sanguíneos de diferentes calibres: vasos sanguíneos grandes con espacio perivascular (A, B, 
D, E y G – I, flechas) y en vasos sanguíneos pequeños sin espacio perivascular (C, F, J y 
K, flechas). Además, se observa que SVCT2 (flechas negras) se expresa solo en algunas 
células endoteliales de la pared de cada vaso sanguíneo (A, B, D y G – K, flechas rojas 
indican límites intercelulares). e: célula endotelial. m: célula muscular. p: pericito. lu: 
lumen. i: espacio perivascular.   
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Figura 32. Análisis inmunoultraestructural de la localización de SVCT2 en vasos 
sanguíneos del cerebro de cobayo deficiente en vitamina C. 
Análisis de la localización de SVCT2 en los vasos sanguíneos del cerebro de cobayo 
deficiente en vitamina C, por inmunogold y microscopía electrónica de transmisión, 
utilizando el anticuerpo anti-SVCT2 T19 (1:50). SVCT2 se expresa en la superficie luminal 
de células endoteliales de vasos sanguíneos pequeños sin espacio perivascular (A – I, 
flechas) y también, se localiza en vesículas intracelulares de células endoteliales (J, 
flechas). Las flechas rojas indican los límites intercelulares de células endoteliales. e: célula 
endotelial. p: pericito. lu: lumen. 
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5.3. Capítulo 3. Generación y caracterización de un modelo de glioblastoma 

multiforme inducido en la SVZ del cerebro de cobayos adultos. 

 

Existen numerosos estudios que demuestran una relación directa entre el origen, 

frecuencia y malignidad de los gliomas con la SVZ; sin embargo, cuando se realizan 

modelos de xenoimplantes de gliomas, éstos se inducen principalmente en el cuerpo 

estriado y no en una región más idónea, como sería la SVZ. Por esta razón, en este capítulo 

describimos la generación y la caracterización de un modelo de glioblastoma multiforme 

(GBM) inducido en la SVZ del cerebro de cobayo adulto. En primer lugar, describimos las 

características inmunocitoquímicas de las células tumorales utilizadas para la inducción de 

los GBMs, luego analizamos histopatológicamente los tumores generados y, por último, 

estudiamos el efecto del tumor sobre la composición celular de la SVZ. 

 

5.3.1. Las células de glioblastoma multiforme humano, U87 – MG y C3, expresan 

marcadores neuronales, gliales y troncales. 

 

 Para la inducción de los GBMs en la SVZ del cerebro de cobayos adultos se 

utilizaron dos líneas celulares: la línea celular U87 – MG, una línea comercial de GBM 

humano, y la línea celular C3, que corresponde a una línea aislada en nuestro laboratorio 

desde un GBM subventricular humano. Ambas líneas celulares presentan algunas 

características en común (Tabla 4); fueron aisladas de pacientes varones, presentan 

morfología epitelial y tienen la capacidad de formar neurósferas in vitro (Pastor, 2011; Yu 

y col., 2008). 

 



 125 

Tabla 4. 

 Células U87 – MG Células C3 
Organismo Humano Human 
Género Varón Varón 
Tejido Cerebro Cerebro 
Edad del paciente 44 años 15 años 
Tipo de tumor GBM parenquimal GBM subventricular 
Morfología Epitelial Epitelial 
Capacidad de formar 
neurósferas. 

  

 
 
 

Para definir la expresión de diferentes tipos de marcadores en ambas líneas 

celulares, se realizó un análisis inmunocitoquímico (Figura 33). Determinamos que las 

células U87 – MG expresan el marcador neuronal, tubulina ßIII (Figura 33B); el marcador 

glial, vimentina (Figura 33C); y el transportador de vitamina C, SVCT2 (Figura 33D). Por 

otro lado, determinamos que las células C3, similar a las células U87 – MG, expresan 

tubulina ßIII (Figura 33G), vimentina (Figura 33H), y el transportador de vitamina C, 

SVCT2 (Figura 33I). Adicionalmente, detectamos que ambos tipos celulares expresan el 

marcador de células madres, anti-nestina (dato no presentado). Estos resultados demuestran 

que ambos tipos celulares exhiben múltiples linajes, y además, sugieren que ambas líneas 

presentan características de células madre, por la expresión de nestina y por la capacidad de 

formar neurósferas in vitro, lo que ha sido previamente descrito para células de GBM 

humano. 
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Figura 33. Expresión de marcadores de múltiples linajes en las células U87 – MG y en 
las células C3. 
Análisis inmunocitoquímico de las células U87 – MG (A – E) y de las células C3 (F – J), 
utilizando el marcador nuclear, Hoechst (1:1000) (A y F) y los anticuerpos anti-tubulina 
ßIII (1:1000) (B y G), anti-vimentina (1:100) (C y H), y anti-SVCT2 (1:50) (D e I). Se 
observa que tanto las células U87 – MG como las células C3 son células que exhiben 
múltiples linajes, expresando marcadores neuronales y gliales. Adicionalmente, ambas 
líneas celulares expresan el transportador de vitamina C, SVCT2. Superposición (E y J). 
Barras de aumento: 50 µm.  
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5.3.2. El modelo de GBM subventricular en el cerebro de cobayo reproduce las 

principales características histopatológicas de los GBMs humanos. 

 

Indujimos GBMs humanos inyectando un millón de células U87 – MG en la SVZ 

de cerebros de cobayos adultos, mediante la utilización de un marco estereotáxico. Los 

tumores se dejaron desarrollar durante dos semanas y al cabo de este periodo, los animales 

fueron sacrificados. Analizamos cortes frontales del cerebro de los cobayos en la región en 

que se generó el tumor, los cuales fueron teñidos con hematoxilina-cromótropo en una 

primera fase (Figura 34). Observamos que los tumores inducidos se localizan en contacto 

directo con la SVZ y que presentan un gran tamaño, ocupando parte de la cavidad de los 

VLs (Figura 34B, C y D, línea punteada). En algunos casos, observamos que los tumores 

que ocupan la cavidad de los VLs se fusionan con los plexos coroideos que se encuentran 

con normalidad en esta cavidad (Figura 34B, C y D). Por otra parte, observamos que los 

tumores presentan una alta densidad celular o hipercelularidad, lo que es evidenciado por 

una coloración púrpura oscura en el área del tumor, dada a su vez, por una alta densidad de 

núcleos celulares teñidos con hematoxilina (color púrpura) (Figura 34B, C y D). La 

hipercelularidad corresponde a una de las características histopatológicas observadas en los 

GBMs humanos (Holland, 2000). 

Además, determinamos que en el modelo tumoral se produce una infiltración de 

células de la microglía (Figura 35A, inserto y flechas), denotada por la presencia de un alto 

número de células eosinófilas en el área tumoral, las que además, son detectadas en forma 

específica por el marcador de células de la microglía, isolectina B4 (ver más adelante). En 

áreas muy bien delimitadas del tumor, observamos que también se produce una infiltración 

linfocitaria (Figura 35B, inserto y flechas), la cual fue definida por la presencia de 
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Figura 34. Análisis del modelo de GBM inducido en la SVZ del cerebro de cobayo con 
las células U87 – MG.  
Cortes frontales del cerebro de cobayos adultos teñidos con hematoxilina-cromótropo (A – 
D). (A) Ventrículo contra-lateral, utilizado como control interno. (B – D) Diferentes 
tumores (línea punteada) inducidos con las células U87 – MG en la SVZ del cerebro de 
cobayo. Los tumores se localizan en contacto directo a la SVZ, ocupando parte de la 
cavidad del ventrículo lateral. Se observa una alta densidad celular y una alta presencia de 
vasos sanguíneos. VL: ventrículo lateral. VS: vaso sanguíneo. Barra de aumento: 300 µm. 
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linfocitos, células de tamaño y forma homogénea, y con una relación núcleo/citoplasma 

muy elevada (Figura 35B, inserto). Por otro lado, observamos que las células tumorales co-

optan vasos sanguíneos cercanos al área tumoral (Figura 35C, inserto y flechas), lo que está 

relacionado a la capacidad de estas células de utilizar los vasos sanguíneos como una vía de 

migración para invadir diferentes regiones del cerebro. También encontramos áreas bien 

definidas con presencia de gemistocitos (Figura 35D, inserto y flechas), los que 

corresponden a células tumorales de mayor tamaño, con un citoplasma grande y claro, y 

con un núcleo excéntrico (Figura 35D, inserto), y que están relacionados a un peor 

pronóstico para los pacientes con GBM. Observamos áreas de necrosis (Figura 35E, 

flechas), evidenciadas por la presencia de células dañadas, núcleos fragmentados y una 

fragilidad mayor en cuanto a la preservación de la estructura del tejido (Figura 35E, 

flechas). Cabe destacar, que la necrosis junto a la vasculatura glomeruloide son las dos 

características histopatológicas más distintivas de los GBMs humanos. La vasculatura 

glomeruloide también fue observada en el modelo (Figura 35F, flechas), ésta se presenta en 

formas y tamaños muy diversos, pero se caracteriza por la presencia de “parches” de 

colágeno dispuestos de forma irregular (Figura 35F, flechas). En conjunto, estos resultados 

demuestran que el modelo de GBM humano, generado en el cerebro de cobayo adulto, es 

capaz de reproducir las principales características histopatológicas de los GBMs. 

Continuando con el análisis histopatológico, mediante la tinción tricrómica de 

Masson determinamos que luego de dos semanas desde su inducción, el modelo de GBM 

presenta una matriz extracelular rica en fibras de colágeno (Figura 36A – H, fibras en azul). 

Luego, mediante la generación de segundos armónicos – una tecnología que permite 

detectar colágeno en una muestra sin necesidad de ser previamente marcado – 

comprobamos la presencia de colágeno en las muestras de GBM, detectándose 



 131 

 
 
Figura 35. Análisis de las principales características histopatológicas del modelo de 
GBM subventricular en cerebro de cobayo. 
Cortes frontales de GBMs generados en la SVZ del cerebro de cobayo, teñidos con 
hematoxilina-cromótropo (A – F). Se demuestra que el modelo de GBM subventricular 
reproduce las principales características de los GBMs en el cerebro humano; se reproduce 
la infiltración microglial (A, inserto y flechas), la infiltración linfocitaria (B, inserto y 
flechas), la co-optación de vasos sanguíneos (C, inserto y flechas), la presencia de 
gemistocitos (D, inserto y flechas), la presencia de regiones necróticas (E, flechas) y la 
presencia de vasculatura glomeruloide (F, flechas). Barra de aumento: 100 µm. 
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exclusivamente en el área tumoral (Figura 36I – P, fibras en azul). La capacidad de generar 

una matriz extracelular rica en colágeno ha sido vinculada a la capacidad invasiva de las 

células tumorales. Adicionalmente, confirmamos la presencia de vasculatura glomeruloide 

en el modelo, ya que el colágeno que forma parte de esta vasculatura se tiñe de azul intenso 

(Figura 36F, flechas), y por otro lado, observamos que la red de colágeno presente en el 

tumor se conecta con los vasos sanguíneos adyacentes (Figura 36L y P), sugiriendo que las 

células tumorales utilizan la matriz de colágeno para migrar hacia los vasos sanguíneos, y 

así, co-optarlos. 

 

5.3.3. El modelo GBM subventricular induce una gliosis reactiva, una infiltración 

microglial y un aumento en la cantidad de neuroblastos en el SVZ. 

 

Con el objetivo de determinar las características inmunohistoquímicas del modelo 

de GBM y cómo éste altera la estructura normal de la SVZ, realizamos un análisis de 

inmunofluorescencia con múltiples marcadores: anti-tubulina ßIII para detectar células con 

linaje neuronal, anti-GFAP para detectar células gliales e isolectina B4 para detectar células 

ependimarias y microglía. En la SVZ control (zona contra-lateral) observamos una línea de 

células ependimarias (Figura 37A y E, en verde), pequeños grupos de neuroblastos 

localizados debajo de la línea de las células ependimarias (Figura 37A y E, en rojo, flechas) 

y astrocitos co-distribuidos con los neuroblastos (Figura 37A y E, en azul). En la SVZ 

tumoral, donde fue implantado el GBM, observamos un incremento en la cantidad de 

astrocitos alrededor de la masa del tumor, indicando la presencia de una gliosis reactiva 

inducida por la presencia del tumor (Figura 37B – D y F – H, en azul). Determinamos que 

el tumor fue infiltrado por células de la microglía (Figura 37C y D, en verde, línea 



 133 

 
 
Figura 36. Análisis de la matriz extracelular de colágeno en el modelo de GBM 
subventricular en cerebro de cobayo. 
Cortes frontales de GBMs inducidos con las células U87 – MG en la SVZ de cerebros de 
cobayo, teñidos con la tinción tricrómica de Masson (A – H) y también, analizados por 
generación de segundos armónicos (SHG) (I – P). (A) Ventrículo contra-lateral utilizado 
como SVZ control. Mediante la tinción histológica (A – H) y por SHG (I – L), detectamos 
que los tumores presentan una matriz extracelular rica en colágeno (tinción azul). 
Adicionalmente, se observa la presencia de vasculatura glomeruloide (F, flechas) y la 
conexión de la red de colágeno tumoral con vasos sanguíneos adyacentes al tumor (P). (E, 
F, G y H) Mayores aumentos de A, B, C y D, respectivamente. (M, N, O y P) Mayores 
aumentos de I, J, K y L, respectivamente. Barras de aumento: A – D: 300 µm, E – P: 50 
µm.  
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punteada), lo que corrobora los resultados del análisis histopatológico (Figura 35A). 

Además, notamos que la migración de células tumorales hacia la cavidad de los VLs o la 

migración de astrocitos reactivos hacia la masa del tumor, provoca una disrupción de la 

línea de células ependimarias, las que pierden su organización característica como un 

epitelio cúbico simple (Figura 37B – D y F – H, en verde, flechas). Por otra parte, también 

encontramos una cantidad muy abundante de neuroblastos localizados en la SVZ adyacente 

al tumor (Figura 37B – D y F – H, en rojo, asteriscos), una cantidad mucho mayor que en la 

SVZ control (Figura 37A y E, en rojo, flechas). Para confirmar esta observación, 

cuantificamos el número de neuroblastos en la SVZ adyacente al tumor y en la SVZ 

control. Determinamos que existe un aumento significativo de alrededor de 6 veces en el 

número de neuroblastos adyacentes al tumor con respecto al control (Figura 38A). 

Posteriormente, nos preguntamos sí este aumento en el número de neuroblastos está 

relacionado a un aumento en la proliferación de células precursoras en la SVZ. 

Cuantificamos el número de células BrdU positivas en la SVZ adyacente al tumor y en la 

SVZ control y determinamos que el número de células BrdU positivas presenta una 

tendencia no significativa al aumento (Figura 38B), sugiriendo que el aumento en el 

número de neuroblastos no se debe a un aumento en la proliferación; lo cual podría estar 

más relacionado a una quimioatracción de los neuroblastos hacia el tumor. 
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Figura 37. Análisis histopatológico del modelo de GBM inducido en la SVZ del 
cerebro de cobayo. 
Detección de diferentes tipos células por inmunofluorescencia y análisis por microscopía 
confocal, utilizando anti-GFAP como marcador glial (1:500, azul), anti-tubulina ßIII 
(1:1000, rojo) como marcador neuronal, e isolectina B4 (1:10, verde) como marcador de 
células ependimarias y de la microglía. (A y E) Ventrículo contra-lateral control; se observa 
la línea de células ependimarias (verde) y las agrupaciones de neuroblastos (flechas). (B – 
D y F – H) Tres tumores inducidos con las células U87 – MG en la SVZ de cerebro de 
cobayo; se observa una alta infiltración microglial en tumor (C y D, línea punteada), una 
disrupción de la línea de células ependimarias (B, D, F, G y H, flechas), un alto número de 
neuroblastos adyacentes al tumor (B – D y F – H, asterisco) y una gliosis reactiva  
rodeando al tumor (B – D y F – H, azul). E, F, G y H, mayores aumentos de A, B, C y D, 
respectivamente. VL: ventrículo lateral. Barra de aumento: 100 µm. 
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Figura 38. Cuantificación de neuroblastos y células BrdU positivas en la SVZ 
adyacente al tumor.  
Cuantificación del número de neuroblastos y de células BrdU positivas en la SVZ control 
(ventrículo contra-lateral control) y en la SVZ adyacente al tumor en cortes frontales de 
cerebro de cobayo. Se observa que el número de neuroblastos aumenta más de 5 veces en la 
SVZ adyacente al tumor con respecto al control (A); sin embargo, solo se muestra una 
tendencia al aumento en el número de células BrdU positivas (B). Los datos se presentan 
como promedio ± SEM. El análisis estadístico se realizó utilizando un test t-student para 
datos pareados, ** P < 0,01. 
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5.4. Capitulo 4. Estudio del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre la progresión 

de un glioblastoma multiforme humano en el cerebro de cobayo adulto. 

 

El efecto de vitamina C sobre la progresión tumoral es controversial, los primeros 

trabajos reportaron varios casos donde el tratamiento con grandes dosis de vitamina C 

aumentaba el tiempo de sobrevida promedio de los pacientes (Cameron y Pauling, 1976; 

Drisko y col., 2003). Sin embargo, estudios clínicos posteriores demostraron que no hay 

diferencias significativas en el tiempo de sobreviva de pacientes con cáncer tratados con 

altas dosis de vitamina C y tratados con un placebo (Creagan y col., 1979; Moertel y col., 

1985). En la mayoría de los casos, los estudios se han enfocado en los efectos de las altas 

dosis de vitamina C; sin embargo, muy pocos han estudiado el efecto de la deficiencia en 

vitamina C en la progresión tumoral. Es más, existen pocos estudios que han abordado el 

efecto de la vitamina C en la progresión de tumores cerebrales como los gliomas y no 

existen estudios en este contexto que se hayan realizado en gliomas localizados en la SVZ. 

Mediante un análisis histopatológico, en este capítulo estudiamos el efecto que tiene la 

deficiencia en vitamina C sobre varios parámetros de progresión tumoral en un modelo de 

GBM inducido en la SVZ de cerebro de cobayos. Para este propósito, utilizamos técnicas 

histológicas, análisis por inmunofluorescencia, cuantificación de células y medición de 

áreas y volúmenes. 
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5.4.1. La deficiencia en vitamina C posee un efecto anti-tumoral, reduciendo entre 

otros, la vasculatura glomeruloide y la infiltración de células de la microglía. 

 

Para definir el efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre diferentes 

parámetros histopatológicos asociados a la progresión tumoral de un GBM, generamos 46 

GBMs, de los cuales, 14 fueron inducidos con células U87 – MG en cobayos control, 13 

fueron inducidos con células U87 – MG en cobayos con deficiencia en vitamina C, 9 fueron 

inducidos con células C3 en cobayos control y 10 fueron inducidos con células C3 en 

cobayos con deficiencia en vitamina C.  

En una primera instancia, para determinar sí la deficiencia en vitamina C afecta la 

generación de una matriz extracelular de colágeno, analizamos cortes frontales de tumores 

U87 – MG y tumores C3 en las condiciones deficiente y control (Figura 39). En tumores 

U87 – MG, determinamos que en la condición de deficiencia en vitamina C se mantiene la 

generación de la matriz extracelular de colágeno (Figura 39C y D, fibras en azul); sin 

embargo, la densidad en la deposición de las fibras es levemente menor en comparación a 

la condición control (Figura 39A y B, fibras en azul). En tumores C3, determinamos que la 

deposición de colágeno fue menor que en tumores U87 – MG (Figura 39E y F), y por otro 

lado, en la condición de deficiencia observamos un tumor con mayor (Figura 39G) y otro 

con menor deposición de colágeno (Figura 39H) que en los tumores en la condición 

control. De esta forma, en tumores U87 – MG la deficiencia de vitamina C afectó de forma 

leve la generación y deposición de colágeno; sin embargo, los resultados no nos 

permitieron establecer diferencias en tumores C3 en las condiciones control y deficiente. 
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Figura 39. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre la generación de la 
matriz extracelular de colágeno. 
Detección de colágeno mediante generación de segundos armónicos en cortes frontales de 
tumores inducidos con células U87 – MG (A – B) y con células C3 (E – H), marcados con 
Isolectina B4 para detectar células de la microglía y anti-PCNA para detectar células 
proliferativas. Se observa que en los tumores U87 – MG en condiciones de deficiencia en 
vitamina C (C y D, fibras en azul) y en tumores C3 en la misma condición (G y H, fibras 
en azul) se generó una matriz de colágeno en un nivel comparable a sus respectivos 
controles (A, B, y E, F, fibras en azul). Barra de aumento: 50 µm.  
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A continuación, analizamos 22 parámetros histopatológicos en cada uno de los cortes del 

seriado de cada uno de los tumores generados (46 tumores). De esta forma, para cada 

condición experimental, determinamos el porcentaje de los tumores en que observamos la 

presencia de cada uno de los 22 parámetros (Figura 40); por ejemplo, en tumores inducidos 

con células U87 – MG determinamos que existe una masa ventricular dorsal en un 80% de 

los tumores en cobayos control (Figura 40, barras en rojo) y en un 92% de los tumores en 

cobayos deficientes (Figura 40, barras en azul); sin embargo, en tumores inducidos con 

células C3, determinamos que existe una masa ventricular dorsal en un 78% de los tumores 

en cobayos control y en solo un 20% de los tumores en cobayos deficientes en vitamina C 

(Figura 40). Para facilitar el análisis de la figura 40 y debido que no es posible describir en 

detalle cada uno de los 22 parámetros, dividimos los parámetros en 5 grupos: parámetros de 

tamaño, parámetros de vasculatura, parámetros de necrosis, parámetros de invasión y 

parámetros de infiltración (Figura 40). En general, en los tumores inducidos con células 

U87 – MG en cobayos deficientes en vitamina C encontramos lo siguiente: que el 

porcentaje de los tumores que presentan los parámetros de tamaño fue más alto en 

comparación al porcentaje de los tumores control, luego que el porcentaje de los tumores 

que presentan los parámetros de invasión y de vasculatura se mantuvo sin una variación 

importante en comparación al control, y que el porcentaje de los tumores que presentan los 

parámetros de infiltración fue más bajo en comparación al porcentaje de los tumores 

control. En relación a los parámetros de necrosis, encontramos que el porcentaje de los 

tumores inducidos con células U87 – MG en cobayos deficientes en vitamina C que 

presentaba el parámetro de zona necrótica fue más alto en comparación al porcentaje de los 

tumores control; sin embargo, ocurrió lo contrario en el caso del parámetro de presencia de 

gemistocitos, los que como se señaló más arriba, están asociados a un peor pronóstico. Con  
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Figura 40. Comparación de las características histopatológicas de glioblastomas 
multiformes inducidos en la SVZ de cobayos control y de cobayos con deficiencia en 
vitamina C. 
Se indujeron 46 GBM, de los cuales 14 fueron inducidos con células U87 – MG (primera 
columna de resultados) en cobayos control (barras en rojo) y 13 en cobayos con deficiencia 
en vitamina C (barras en azul), por otra parte, 9 GBM fueron inducidos con células C3 
(segunda columna de resultados) en cobayos control (barras en rojo) y 10 en cobayos con 
deficiencia en vitamina C (barras en azul). A continuación, se analizaron 22 parámetros 
histopatológicos en cada uno de los cortes del seriado de cada uno de los tumores 
inducidos. Los parámetros fueron divididos en 5 grupos: parámetros de tamaño, parámetros 
de vasculatura, parámetros de necrosis, parámetros de invasión y parámetros de infiltración. 
En general, en tumores U87 – MG inducidos en cobayos con deficiencia en vitamina C, los 
parámetros de tamaño e invasión fueron más altos, los parámetros de necrosis y 
vascularización se mantuvieron sin variación, mientras que los parámetros de infiltración 
fueron más bajos. En tumores C3, los parámetros de necrosis no variaron; sin embargo, los 
parámetros de tamaño, de invasión, de infiltración y de vascularización fueron menores en 
cobayos con deficiencia en vitamina C.  
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respecto a los tumores inducidos con células C3, los resultados fueron muy diferentes. En 

los tumores inducidos con células C3 en cobayos deficientes en vitamina C encontramos 

que el porcentaje de los tumores que presentaban los parámetros de necrosis no varió; sin 

embargo, encontramos que el porcentaje de los tumores que presentaban los parámetros de 

tamaño, de vasculatura, de invasión y de infiltración, fue más bajo en comparación al 

porcentaje de los tumores control. A continuación, describimos en detalle los parámetros 

más relevantes. 

Como fue señalado más arriba, en tumores inducidos con células U87 – MG 

determinamos que existe una masa ventricular dorsal en un 80% de los tumores en cobayos 

control y en un 92% de los tumores en cobayos deficientes. A continuación, con el objetivo 

de analizar en forma más detallada el parámetro de masa ventricular dorsal, presentamos 

imágenes de 8 tumores representativos inducidos con células U87 – MG (Figura 41), 4 de 

ellos inducidos en cobayos control (Figura 41A – D) y 4 inducidos en cobayos deficientes 

en vitamina C (Figura 41E – H). En estas imágenes encontramos, tanto en la condición 

control como en la condición de deficiencia en vitamina C, una gran masa tumoral 

localizada principalmente en la región dorsal del VL. Además, notamos que el tamaño de 

estas masas tumorales es similar en ambas condiciones. Para confirmar esta última 

observación, realizamos una medición del área de los tumores, considerando el corte 

histológico donde cada tumor presentaba mayor tamaño (Figura 41I). Encontramos que el 

promedio de las áreas de los tumores U87 – MG en cobayos control fue de 0,947 ± 0,14 

mm2 y el promedio de las áreas de los tumores U87 – MG en cobayos deficientes en 

vitamina C fue de 1,042 ± 0,16 mm2 (Figura 41I), confirmando que el tamaño de masas 

tumorales es igual en ambas condiciones. Con respecto a los tumores inducidos con células 

C3, determinamos que existe una masa ventricular dorsal en un 78% de los tumores en  
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Figura 41. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre el parámetro de 
masa ventricular dorsal en tumores U87 – MG. 
Cortes frontales de 4 tumores representativos, inducidos con células U87 – MG en el 
cerebro de cobayos adultos controles (A, B, C y D) y cortes frontales de 4 tumores 
representativos, inducidos con células U87 – MG en el cerebro de cobayos adultos con 
deficiencia en vitamina C (E, F, G y H) teñidos con hematoxilina-cromótropo. Se observa 
que los tumores se localizaron en la cavidad de los VL, principalmente en la parte dorsal de 
los VL, en contacto con la SVZ. Además, se observa que los tumores inducidos en animales 
controles (A, B, C y D) y los tumores inducidos en animales deficientes en vitamina C (E, 
F, G y H) presentan un tamaño similar en su masa tumoral ventricular. (I) Se cuantificó el 
área de las masas tumorales y se determinó que éstas son equivalentes en tumores U87 – 
MG inducidos en cobayos control y en tumores U87 – MG inducidos en cobayos 
deficientes en vitamina C. Los datos se presentan como promedio ± SEM. El análisis 
estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no pareados, n = 24. ns: no 
significativo. VL: ventrículo lateral. Barra de aumento: 300 µm. 
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cobayos control y en solo un 20% de los tumores en cobayos deficientes en vitamina C. 

También analizamos en forma más detallada el parámetro de masa ventricular dorsal, 

presentando imágenes de 4 tumores inducidos en cobayos control (Figura 42A – D) y 4 

tumores inducidos en cobayos deficientes en vitamina C (Figura 42E – H). Similar a lo 

observado en tumores U87 – MG, comprobamos que la masa tumoral se localiza 

principalmente en la región dorsal de ventrículo lateral; sin embargo, a diferencia de los 

tumores U87 – MG, los tumores C3 inducidos en animales deficientes en vitamina C 

presentan un tamaño notoriamente menor en su masa tumoral ventricular al comparar con 

los tumores inducidos en animales controles. Realizamos una medición del área de los 

tumores, considerando el corte histológico donde cada tumor presentaba mayor tamaño  

(Figura 42I). Determinamos que el promedio de las áreas de los tumores C3 en cobayos 

control fue de 1,091 ± 0,16 mm2 y el promedio de las áreas de los tumores C3 en cobayos 

deficientes en vitamina C fue de 0,452 ± 0,11 mm2 (Figura 42I). De esta forma, 

confirmamos que los tumores C3 inducidos en cobayos deficientes en vitamina C presentan 

un área tumoral significativamente menor que los tumores C3 inducidos en cobayos 

control. 

A continuación, para analizar el efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre 

la presencia de vasculatura glomeruloide en los GBMs, determinamos en qué porcentaje de 

los tumores se encuentra presente este parámetro. Como se presentó en la figura 40, en 

tumores inducidos con células U87 – MG hay presencia de vasculatura glomeruloide en un 

57% de los tumores en cobayos control y en un 54% de los tumores en cobayos deficientes; 

mientras que, en tumores inducidos con células C3 hay presencia de vasculatura 

glomeruloide en un 33% de los tumores en cobayos control y el porcentaje de tumores se 

reduce a un 10% en cobayos deficientes en vitamina C. Posteriormente, analizamos más a  
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Figura 42. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre el parámetro de 
masa ventricular dorsal en tumores C3. 
Cortes frontales de 4 tumores representativos, inducidos con células C3 en el cerebro de 
cobayos adultos controles (A, B, C y D) y cortes frontales de 4 tumores representativos, 
inducidos con células C3 en el cerebro de cobayos adultos con deficiencia en vitamina C 
(E, F, G y H) teñidos con hematoxilina-cromótropo. Se observa que los tumores se 
localizaron en la cavidad de los VL y que los tumores inducidos en animales controles (A, 
B, C y D) presentan un tamaño notoriamente mayor en su masa tumoral ventricular al 
comparar con los tumores inducidos en animales deficientes en vitamina C (E, F, G y H). 
(I) Se cuantificó el área de las masas tumorales y se determinó que en tumores C3 
inducidos en cobayos deficientes en vitamina C el área tumoral es significativamente menor 
que en tumores C3 inducidos en cobayos control. Los datos se presentan como promedio ± 
SEM. El análisis estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no pareados,   
* P < 0,05. n = 11. VL: ventrículo lateral. Barra de aumento: 300 µm. 
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fondo la presencia de vasculatura glomeruloide en cortes frontales teñidos con 

hematoxilina-cromótropo (Figura 43). En tumores inducidos con células U87 – MG, 

comprobamos la existencia de vasos glomeruloides en formas y tamaños muy variados, y 

en dos estadíos de desarrollo, maduros (Figura 43A y D) e incipientes (Figura 43B y E). En 

tumores inducidos con células C3 también observamos estos vasos de formas y tamaños 

diferentes, pero no observamos presencia de vasos glomeruloides incipientes (Figura 43C y 

F). Si bien, el tamaño de los vasos glomeruloides fue heterogéneo dentro de una misma 

condición experimental, notamos en tumores U87 – MG que los vasos glomeruloides 

presentaban un menor tamaño en cobayos deficientes en vitamina C (Figura 43D, E y F) en 

comparación con los controles (Figura 43A, B y C). Para confirmar este resultado, 

cuantificamos los volúmenes de los vasos glomeruloides en tumores U87 – MG (Figura 

43G), y determinamos que en cobayos deficientes en vitamina C el volumen de los vasos 

glomeruloides es menor que en cobayos control (Figura 43G). De esta manera, 

demostramos en tumores inducidos con células C3, que la vasculatura glomeruloide es 

menos frecuente en cobayos con deficiencia en vitamina C, y en tumores inducidos con 

células U87 – MG, demostramos que si bien la frecuencia de aparición de vasos 

glomeruloides es igual en ambas condiciones, el volumen de estos vasos es 

significativamente menor en cobayos deficientes en vitamina C. 

Posteriormente, para analizar el efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre 

la presencia de zonas necróticas en los GBMs, determinamos el porcentaje de los tumores 

que presentan este parámetro. En tumores inducidos con células U87 – MG determinamos 

que hay zonas necróticas en un 7% de los tumores en cobayos control y en un 38% de los 

tumores en cobayos deficientes; mientras que, en tumores inducidos con células C3 

determinamos que hay zonas necróticas en un 11% de los tumores en cobayos control y en  
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Figura 43. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre el parámetro de 
vasculatura glomeruloide en tumores U87 – MG y en tumores C3. 
Cortes frontales de áreas que presentan vasculatura glomeruloide en tumores inducidos con 
células U87 – MG en cobayos control (A y B) y en cobayos con deficiencia en vitamina C 
(D y E) y en tumores inducidos con células C3 en cobayos control (C) y en cobayos con 
deficiencia en vitamina C (F), teñidos con hematoxilina-cromótropo. En tumores U87 – 
MG se observaron dos tipos de vasculatura glomeruloide, una madura (A y D) y una 
incipiente (B y E), mientras que en tumores C3 solo presentaban del tipo maduro. También 
se observó que la vasculatura glomeruloide presenta un menor tamaño en cobayos 
deficientes en vitamina C (D, E y F) al comparar con los controles (A, B y C). En la 
cuantificación del volumen de los vasos glomeruloides en tumores U87 – MG (G), se 
determinó que en los tumores deficientes en vitamina C el volumen es significativamente 
menor que en los tumores control. Los datos se presentan como promedio ± SEM. El 
análisis estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no pareados, * P < 0,05. 
Barra de aumento: 100 µm.  
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un 20% de los tumores en cobayos deficientes en vitamina C. Posteriormente, analizamos 

las zonas necróticas en cortes frontales teñidos con hematoxilina-cromótropo en las 4 

condiciones experimentales (Figura 44). Observamos que las zonas necróticas presentan las 

mismas características en tumores U87 – MG y C3 en animales control y deficientes 

(Figura 44A – D). Como fue descrito en la sección 3.2, las zonas donde se produce necrosis 

se caracterizan por la presencia de células dañadas, con citoplasmas y núcleos hinchados, 

también por la presencia de núcleos fragmentados y por un aumento en la fragilidad en 

relación a la preservación de la estructura del tejido (Figura 44A – D). Lo último se refiere 

a que siempre observamos, en las zonas necróticas, una pérdida en la estructura normal del 

tejido (Figura 44A – D, línea punteada). Luego, medimos el volumen de las zonas necróticas 

(Figura 44E) y determinamos que éste fue significativamente menor en tumores C3 en 

animales deficientes en comparación a tumores U87 – MG en animales deficientes (Figura 

44E). En cuanto al volumen de las zonas necróticas en tumores U87 – MG control y en tumores 

C3 control, éste no fue considerado debido a que en ambos casos el n fue igual a 1 (Figura 40).  

A continuación, para analizar la capacidad invasiva de los GBMs, determinamos el 

porcentaje de los tumores que presentan el parámetro de presencia de células tumorales en 

el cuerpo estriado dorsal, tomándolo como un ejemplo de parámetro de invasión. En 

tumores inducidos con células U87 – MG determinamos que hay presencia de células 

tumorales en el cuerpo estriado dorsal en un 57% de los tumores en cobayos control y en un 

46% de los tumores en cobayos deficientes; mientras que, en tumores inducidos con células 

C3 determinamos que hay presencia de células tumorales en el cuerpo estriado dorsal en un 

55% de los tumores en cobayos control y solo en un 20% de los tumores en cobayos 

deficientes en vitamina C. Ahora bien, debido a que los parámetros de invasión son 

numerosos, no podemos mostrar un análisis de cada uno en las 4 condiciones  
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Figura 44. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre el parámetro de 
zona necrótica en tumores U87 – MG y en tumores C3. 
Cortes frontales de las zonas necróticas en tumores inducidos con células U87 – MG en 
cobayos control (A) y en cobayos con deficiencia en vitamina C (C) y en tumores 
inducidos con células C3 en cobayos control (B) y en cobayos con deficiencia en vitamina 
C (D), teñidos con hematoxilina-cromótropo. En tumores U87 – MG y en tumores C3, se 
observó un mayor porcentaje de áreas necróticas en cobayos deficientes en vitamina C. Al 
cuantificar el volumen de las zonas necróticas (E), determinamos que el volumen en los 
tumores U87 – MG en cobayos deficientes en vitamina C es significativamente mayor que 
en los tumores C3 deficientes en vitamina C. Los datos se presentan como promedio ± 
SEM. El análisis estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no pareados,   
* P < 0,05. Barra de aumento: 100 µm.  
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experimentales. Por esta razón, en la figura 45 presentamos una compilación de algunos de 

los parámetros de invasión encontrados en los tumores control. En tumores U87 – MG 

control, demostramos la presencia de células tumorales co-optando vasos sanguíneos 

(Figura 45A, flechas), la presencia de células tumorales en el ventrículo contra-lateral 

(Figura 45B, flechas e inserto), en el cuerpo estriado adyacente al ventrículo que porta el 

tumor (Figura 45C, línea punteada), en los plexos coroideos (Figura 45D), en la corteza 

cerebral (Figura 45E, línea punteada), en los plexos coroideos del tercer ventrículo (Figura 

45F, línea punteada), ocupando la cavidad del tercer ventrículo (Figura 45G, línea 

punteada) y en el cuerpo calloso (Figura 45H, línea punteada). En tumores C3 control, 

determinamos la presencia de células tumorales co-optando vasos sanguíneos (Figura 45I y 

J, flechas), en el cuerpo estriado (Figura 45K y L, línea punteada), en la corteza cerebral 

(Figura 45M, línea punteada), en los plexos coroideos del tercer ventrículo (Figura 45N, 

línea punteada), en el tercer ventrículo (Figura 45O, línea punteada) y en el cuerpo calloso 

(Figura 45P, línea punteada), entre otras áreas (datos no mostrados). 

Posteriormente, para analizar el efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre 

la infiltración de células de la microglía en los GBMs, determinamos el porcentaje de los 

tumores que presentan este parámetro. En tumores inducidos con células U87 – MG 

determinamos que hay infiltración de células de la microglía en un 71% de los tumores en 

cobayos control y en un 46% de los tumores en cobayos deficientes; mientras que, en 

tumores inducidos con células C3 determinamos que hay infiltración de células de la 

microglía en un 78% de los tumores en cobayos control y solo en un 40% de los tumores en 

cobayos deficientes en vitamina C. Luego, analizamos la infiltración de células de la 

microglía en cortes frontales de tumores, utilizando los marcadores isolectina B4 (Figura 

46, verde) para células de la microglía y Hoechst (Figura 46, azul) para los núcleos. En el 
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Figura 45. Análisis de los parámetros de invasión en tumores U87 – MG y en tumores 
C3. 
Cortes frontales de cerebro de cobayo, teñidos con hematoxilina-cromótropo, donde se 
observan células tumorales que invadieron distintas regiones del cerebro. En tumores U87 – 
MG encontramos células tumorales co-optando vasos sanguíneos (A, flechas), en el 
ventrículo contralateral (B, flechas), en el cuerpo estriado (C, línea punteada), en plexos 
coroideos (D, línea punteada), en la corteza cerebral (E, línea punteada), en los plexos 
coroideos del tercer ventrículo (F, línea punteada), en el tercer ventrículo (G, línea 
punteada) y en el cuerpo calloso (H). En tumores C3, también se encontraron células 
tumorales en diversas regiones (I – P, flechas y línea punteada). VS: vaso sanguíneo. P.C.: 
plexo coroideo. IIIV: tercer ventrículo. Barra de aumento: 100 µm.  
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panel de imágenes de la Figura 46, para cada una de las 4 condiciones experimentales, se 

presentan 3 tumores que fueron ampliamente infiltrados por células de la microglía (Figura 

46A – C, E – G, I – K y M – O) y el ejemplo de un tumor que no fue infiltrado (Figura 

46D, H, L y P). Cabe señalar que en los ejemplos de tumores no infiltrados (Figura 46D, H, 

L y P), se observa la marca de isolectina B4; no obstante, ésta se encuentra asociada a 

células ependimarias, que también son detectadas por este marcador. Cuantificamos el 

número de células de la microglía por mm2 en tumores inducidos con células U87 – MG 

(Figura 46Q) y en tumores inducidos con células C3 (Figura 46R), sin incluir los tumores 

donde no se produjo infiltración microglial. Determinamos que en tumores U87 – MG en 

cobayos control el promedio de células de la microglía por mm2 fue de 621,2 ± 89,8 células 

y en cobayos deficientes en vitamina C el promedio fue de 443,7 ± 93,9 células. En 

tumores C3 en cobayos control el promedio fue de 1092 ± 318,7 células y en cobayos 

deficientes en vitamina C el promedio fue de 1483 ± 256,2 células. En conjunto estos 

resultados demuestran que la infiltración microglial es más frecuente en tumores control, 

pero que los tumores que fueron efectivamente infiltrados presentan un número de células 

de la microglía equivalente entre el grupo control y el grupo deficiente en vitamina C. 

Para finalizar, incluimos el análisis de un parámetro de proliferación que no se 

encuentra en el gráfico de parámetros de la figura 40, ya que no fue estudiado en el análisis 

histopatológico de muestras teñidas con hematoxilina-cromótropo, sino que fue estudiado 

por separado mediante un análisis de inmunofluorescencia. De esta forma, para definir el 

efecto que tiene la deficiencia en vitamina C sobre la proliferación de células en los GBMs, 

realizamos un análisis de inmunofluorescencia en cortes frontales de los tumores, utilizando 

los marcadores, anti-PCNA (Figura 47, rojo) para células proliferativas y Hoechst (Figura 

47, azul) para los núcleos. En el panel de imágenes de la Figura 47, para cada una de las 4  
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Figura 46. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre el parámetro de 
infiltración microglial en tumores U87 – MG y en tumores C3. 
Detección por inmunofluorescencia de células de la microglía, utilizando el marcador 
isolectina B4 (1:5, verde) y el marcador nuclear Hoechst (1:1000, azul). En el panel de 
imágenes se muestran 4 tumores de cada condición experimental: tumores inducidos con 
células U87 – MG en cobayos control (A – D), tumores inducidos con células U87 – MG 
en cobayos con deficiencia en vitamina C (E – H), tumores inducidos con células C3 en 
cobayos control (I – L) y tumores inducidos con células C3 en cobayos con deficiencia en 
vitamina C (M – P). Para cada una de las 4 condiciones experimentales se muestran 3 
tumores donde se produjo una infiltración microglial (A – C, E – G, I – K y M – O) y un 
tumor donde no se produjo infiltración (D, H, L y P). Se cuantificó el número de células de 
la microglía en aquellos tumores U87 – MG (Q) y tumores C3 (R) donde se produjo una 
infiltración microglial y se determinó que no existen diferencias significativas en el número 
de células de la microglía en tumores de animales control y deficientes en vitamina C, tanto 
en tumores U87 – MG (Q) como en tumores C3 (R). Los datos se presentan como 
promedio ± SEM. El análisis estadístico se realizó utilizando un test t-student para datos no 
pareados. Barra de aumento: 100 µm. 
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condiciones experimentales, se presentan 4 tumores representativos. En todos los tumores 

se observa una cantidad muy abundante de células proliferativas PCNA positivas (Figura 

47A – L), excepto en tumores inducidos con células C3 en animales deficientes en vitamina 

C (Figura 47M – P). Cuantificamos el número de células PCNA positivas por mm2 para 

cada condición experimental (figura 47Q y R) y determinamos que en tumores U87 – MG 

control el promedio de células PCNA positivas por mm2 fue de 348,6 ± 46,2 células y en 

cobayos deficientes en vitamina C el promedio fue de 351,8 ± 78,0 células  (Figura 47Q). 

En tumores C3, encontramos 2 poblaciones bien definidas en el grupo control, una 

población con alta densidad de células proliferativas, donde el promedio de células PCNA 

positivas por mm2 fue de 153,3 ± 29,6 células y una población con baja densidad de células 

proliferativas donde el promedio fue de 43,5 ± 5,6 células (Figura 47R). En tumores C3 en 

cobayos deficientes en vitamina C el promedio fue de 12,8 ± 4,6 células (Figura 47R). De 

esta manera, demostramos que no existen diferencias significativas en el número de células 

PCNA positivas entre tumores U87 – MG del grupo control y del grupo deficiente en 

vitamina C (Figura 47Q); sin embargo, en tumores C3 en animales deficientes en vitamina 

C, demostramos que el promedio de células PCNA positivas por mm2 es significativamente 

menor al promedio en tumores C3 del grupo control, considerando las 2 poblaciones 

descritas (Figura 47R). Este parámetro de proliferación puede ser relacionado de manera 

causal al parámetro de masa tumoral (Figura 42), y de esta forma, estos resultados 

confirman nuestras observaciones previas. 
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Figura 47. Análisis del efecto de la deficiencia en vitamina C sobre la capacidad 
proliferativa de tumores U87 – MG y de tumores C3. 
Detección por inmunofluorescencia de células proliferativas, utilizando el marcador anti-
PCNA (1:400, rojo) y el marcador nuclear Hoechst (1:1000, azul). En el panel de imágenes 
se muestran 4 tumores representativos para cada condición experimental: tumores 
inducidos con células U87 – MG en cobayos control (A – D), tumores inducidos con 
células U87 – MG en cobayos con deficiencia en vitamina C (E – H), tumores inducidos 
con células C3 en cobayos control (I – L) y tumores inducidos con células C3 en cobayos 
con deficiencia en vitamina C (M – P). Se observa un alto número de células proliferativas 
en los tumores de cada condición experimental. Se cuantificó el número de células 
proliferativas por mm2 en tumores U87 – MG (Q) y en tumores C3 (R), determinándose 
que en tumores U87 – MG el número de células PCNA positivas por mm2 es equivalente en 
animales control y en animales deficientes (Q). En tumores C3 se observaron 2 poblaciones 
en el grupo control y en ambas el promedio de células PCNA positivas por mm2 fue 
significativamente mayor al promedio en tumores C3 en animales deficientes en vitamina C 
(R). Los datos se presentan como promedio ± SEM. El análisis estadístico se realizó 
utilizando un test t-student para datos no pareados, ** P < 0,01, *** P < 0,001. Barra de 
aumento: 100 µm.  
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VI. DISCUSION 

 

En este trabajo de tesis, hemos caracterizado la citoarquitectura y composición 

celular de la SVZ y de la EVL del cerebro de cobayo adulto. Además, hemos demostrado 

por primera vez que una deficiencia en vitamina C reduce el potencial proliferativo de la 

SVZ y por lo tanto, también reduce la generación de neuroblastos en el cerebro de cobayo 

adulto. Esta reducción en la cantidad de neuroblastos no solo fue observada en la SVZ, sino 

también en la ruta de migración de los neuroblastos hacia el BO, la EVL. Por otra parte, 

generamos y caracterizamos un glioblastoma multiforme humano inducido en la SVZ de 

cerebros de cobayo y finalmente, demostramos que la deficiencia en vitamina C reduce en 

diferentes grados la progresión de glioblastomas multiformes humanos en cerebros de 

cobayo, dependiendo del tipo celular con que el glioblastoma fue inducido. 

 

6.1. El cerebro de cobayo adulto posee una extensión del ventrículo lateral. 

 

En este capitulo definimos la distribución celular, el potencial neurogénico y la 

migración de precursores en la SVZ y en la EVL de cobayos adultos. Describimos la 

ultraestructura de la SVZ y de la EVL de cobayo y los efectos del envejecimiento sobre estas 

regiones. Además, determinamos que la citoarquitectura de la SVZ de cobayo es similar a la 

citoarquitectura de la SVZ de ratón (Doetsch y col., 1997; Mirzadeh y col., 2008); sin 

embargo, algunas características de la SVZ humana también están presentes en el cobayo, 

destacando la presencia de la EVL, un ventrículo abierto que alcanza el BO (Curtis y col., 

2007; Guerrero-Cazares y col., 2011; Kam y col., 2009). 
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El análisis inmunohistoquímico del cerebro de cobayo nos permitió definir que las 

células ependimarias recubren la superficie de los VLs, separando la SVZ de la cavidad 

ventricular. También definimos que los neuroblastos se co-distribuyen con los astrocitos y 

ambos se localizan justo por debajo de la línea de células ependimarias. Esta distribución 

celular coincide con la distribución celular descrita en la SVZ de ratón (Doetsch y col., 1997), 

conejo (Ponti y col., 2006), y primates (Gil-Perotin y col., 2009; Pencea y col., 2001; 

Sawamoto y col., 2011). Además, confirmamos que la SVZ de cobayo es un nicho con 

potencial neurogénico, tal como se ha descrito en varias otras especies (Doetsch y col., 

1999a; Doetsch y col., 1999b). 

Recientemente, la presencia de un ventrículo abierto en el cerebro adulto que alcanza 

el BO ha adquirido gran relevancia, debido a la publicación de estudios que describen la 

presencia de esta clase de ventrículo en el cerebro humano adulto (Curtis y col., 2007; Kam y 

col., 2009; Sanai y col., 2004; Wang y col., 2011a). Primero se describió la presencia de 

cavidades ventriculares discontinuas entre la SVZ y el BO, sin encontrarse neuroblastos en 

migración (Sanai y col., 2004). Luego, se reportó la existencia de una cavidad ventricular 

continua que alcanza el BO (Curtis y col., 2007). Esta extensión del ventrículo lateral está 

rodeada por neuroblastos en migración que rememoran la RMS de ratón (Curtis y col., 2007; 

Kam y col., 2009). Ahora bien, aún no se ha comprobado la presencia de una RMS y de un 

ventrículo abierto en el cerebro humano, debido a que no se ha demostrado claramente la 

presencia de células con morfología migratoria que expresen marcadores de precursores 

neuronales. Más aún, no se ha realizado ninguna reconstrucción seriada que confirme la 

existencia de un ventrículo abierto continuo, ni se ha demostrado la presencia de una capa de 

células ependimarias que recubra esta cavidad ventricular en toda su extensión. Sobre un 90% 

de los cobayos que analizamos, encontramos un ventrículo abierto continuo que estaba 
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presente en todos los cortes seriados entre el VL y el BO. Adicionalmente, mediante la 

infusión de peroxidasa, demostramos que el líquido cefalorraquídeo fluye rostralmente a lo 

largo de la EVL y alcanza el BO. También demostramos que la peroxidasa es capaz de 

difundir hacia el parénquima adyacente a la SVZ, a la EVL y al BO, acumulándose en el zona 

más rostral de la EVL, localizada en el BO. Por otra parte, demostramos que las células 

ependimarias recubren todas las cavidades ventriculares analizadas en los cortes seriados y 

que los neuroblastos están presentes en la SVZ, en la EVL y en el BO. Estos últimos 

aumentan progresivamente desde la SVZ y hacia el BO, sugiriendo que el BO de cobayo es el 

destino final para los neuroblastos que se originan en la SVZ (Figura 48).  

Con respecto a los nichos neurogénicos periventriculares, se ha propuesto que el 

líquido cefalorraquídeo contiene moléculas esenciales para el establecimiento de estos nichos 

cerca de las cavidades ventriculares (Carnicero y col., 2013; Lehtinen y Walsh, 2011; 

Zappaterra y Lehtinen, 2012). De acuerdo a esto, nos preguntamos si la extensión del VL 

(EVL) podría estar relacionada con una extensión del potencial neurogénico. Nuestros 

resultados demuestran un número reducido de células proliferativas a lo largo de la EVL, en 

comparación con la SVZ, sugiriendo que esta área no posee potencial neurogénico y, por lo 

tanto, no es un nicho neurogénico. Por el contrario, se ha demostrado la presencia de un gran 

número de células proliferativas en la EVL del cerebro humano adulto (Curtis y col., 2007). 

Estas diferencias en nuestras observaciones podrían deberse a los marcadores de proliferación 

utilizados en cada estudio.  

En el cerebro de ratón adulto y en el cerebro adulto de varias especies, los 

neuroblastos se originan en la SVZ y luego migran hacia el BO (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; 

Lois y col., 1996; Luskin, 1993). Considerando que la EVL no es un nicho neurogénico, 

quisimos demostrar si los neuroblastos migran hacia el BO, a lo largo de la EVL, en el  
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Figura 48. Disposición de las cavidades ventriculares y composición celular de la SVZ 
y de la EVL en el cerebro de cobayo adulto. 
Esquema de un corte sagital de cerebro de cobayo adulto que muestra la disposición de las 
cavidades ventriculares, la cavidad del ventrículo lateral y la estrecha cavidad de la EVL. 
La cavidad de la EVL, así como la SVZ, son revestidas por células ependimarias (en azul). 
Los neuroblastos (en rojo) se localizan en la SVZ, pero mayoritariamente en la EVL, que 
corresponde a su ruta de migración hacia el BO. Las células proliferativas (en morado) se 
localizan principalmente en la SVZ. Por último, los atrocitos (en verde) se co-distribuyen 
con los neuroblastos en la SVZ, rodena a los neuroblastos en la EVL y se co-distribuyen 
nuevamente con los neuroblastos en el BO.  
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cerebro de cobayo. Determinamos que los neuroblastos nacen en la SVZ, que su destino final 

es el BO y que la EVL corresponde a un ventrículo abierto asociado a una vía de migración, 

ya que determinamos que el número de neuroblastos en la EVL no disminuyó, ni aumentó, 

sino que se mantuvo constante (Figura 48). 

 

6.2. La citoarquitectura del nicho neurogénico de cobayo presenta características del 

nicho neurogénico humano. 

 

En el análisis ultraestructural, el estudio de la morfología celular nos permitió 

identificar células ependimarias multiciliadas, astrocitos, células tipo C y neuroblastos en la 

SVZ y en la EVL del cerebro de cobayo. En la SVZ humana y de ratón, las células 

ependimarias presentan un citoplasma electrón-lúcido y un núcleo redondo (Doetsch y col., 

1999a; Quinones-Hinojosa y col., 2006); sin embargo, en la SVZ y en la EVL de cobayo, las 

células ependimarias presentan un citoplasma electrón-denso y un núcleo irregular con 

profundas invaginaciones. De cualquier modo, se han descrito células ependimarias con estas 

características en la SVZ de mono tití común recién nacido (Sawamoto y col., 2011). Por otra 

parte, algunas células ependimarias de cobayo poseen procesos radiales dirigidos hacia los 

vasos sanguíneos, en forma similar, a las células ependimarias de cerebro humano y de otros 

primates (Quinones-Hinojosa y col., 2006). Posteriormente, en relación a la morfología de los 

neuroblastos de la SVZ y de la EVL de cobayo, determinamos que ésta fue idéntica a la 

morfología de los neuroblastos descrita en la SVZ de ratón (Doetsch y col., 1997), donde las 

células presentan un núcleo ovalado con grandes y pequeñas agrupaciones de cromatina 

condensada, y un citoplasma escaso y electrón-denso. Por otro lado, los astrocitos presentan 

el citoplasma más electrón-lucido, con cuerpos electrón-densos, numerosas mitocondrias y un 
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núcleo ovalado con cromatina mayormente laxa. Algunos astrocitos tocan la superficie 

ventricular y hacen contacto directo con el líquido cefalorraquídeo en la SVZ y también en la 

EVL. Este clase de astrocito ha sido descrito como célula madre neural de la SVZ del cerebro 

de ratón adulto (Mirzadeh y col., 2008). Los astrocitos fueron observados principalmente en 

la SVZ, donde ocurre la neurogénesis; por el contrario, en la EVL los astrocitos fueron muy 

escasos. Respecto a las células tipo C, detectamos pocas de estas células solo en la SVZ. Por 

último, observamos axones en el lumen de VL y de la EVL. Estos axones presentan un 

contenido denso y numerosas mitocondrias, y se detectaron haciendo contacto sináptico con 

astrocitos que contactan el ventrículo, sugiriendo que las NSCs de cerebro de cobayo podrían 

ser reguladas por axones ventriculares, de forma similar a lo descrito previamente (Tong y 

col., 2014). 

Finalmente, en relación al impacto del envejecimiento en la neurogénesis, estudios 

previos han descrito una reducción en el número de neuroblastos y de células proliferativas en 

el cerebro de ratones envejecidos (Ahlenius y col., 2009; Maslov y col., 2004; Shook y col., 

2012; Tropepe y col., 1997). Adicionalmente, se ha descrito que los neuroblastos 

prácticamente desaparecen del cerebro humano a los 7 años de edad (Sanai y col., 2011). 

Asimismo, observamos una dramática reducción en la cantidad de neuroblastos y de células 

proliferativas en la SVZ y en la EVL del cerebro de cobayo. Cabe destacar, que el ventrículo 

abierto continuo se conserva en animales envejecidos, demostrando que este ventrículo no 

está restringido solo a los especímenes jóvenes. Ahora bien, tanto en cobayos jóvenes como 

envejecidos encontramos cerebros poco comunes que no poseían ventrículos abiertos en 

ambos hemisferios, que no poseían un ventrículo abierto en uno de los hemisferios, o que 

presentaban un ventrículo abierto discontinuo. Sumado al problema del tamaño del cerebro 

humano y a la conservación de las muestras, nuestras observaciones en el cerebro de cobayo 
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podrían explicar por qué ha sido tan difícil llegar a un consenso respecto de la presencia de la 

EVL en el cerebro humano. 

 

6.3.  La deficiencia en vitamina C reduce la neurogénesis en la SVZ del cerebro de 

cobayo. 

 

Se ha descrito que el tratamiento in vitro de precursores corticales embrionarios con 

vitamina C promueve la diferenciación hacia neuronas y astrocitos (Lee y col., 2003) y que 

el mismo tratamiento en células madres embrionarias y en células precursoras del 

mesencéfalo induce un incremento en la expresión de genes involucrados en neurogénesis, 

diferenciación y neurotransmisión (Shin y col., 2004; Yu y col., 2004). En la neurogénesis 

adulta, se ha descrito que el tratamiento in vitro de neurósferas aisladas desde la SVZ de 

rata adulta con vitamina C aumenta la diferenciación hacia un linaje neuronal (Pastor y col., 

2013) y qué células mitóticamente activas de la SVZ y de la RMS de ratón adulto expresan 

SVCT2, sugiriendo que la vitamina C posee una función en estas regiones neurogénicas 

(Pastor y col., 2013). Sin embargo, se desconoce el efecto in vivo que tiene vitamina C en el 

nicho neurogénico de la SVZ del cerebro adulto.  

Mediante un análisis inmunohistoquímico del cerebro de cobayos adultos, 

demostramos que la deficiencia en vitamina C induce una disminución progresiva en la 

cantidad de neuroblastos encontrados en la SVZ y en la EVL. Determinamos, también que 

la disminución de neuroblastos es superior al 50% en la SVZ y en la EVL de animales 

sometidos a una dieta deficiente en vitamina C durante 21 días (Figura 49). En conjunto, 

estos resultados demuestran que la vitamina C es una molécula esencial para la generación 

de nuevas neuronas en el cerebro adulto. Lo anterior concuerda con estudios previos de 
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nuestro grupo realizados in vitro (Pastor y col., 2013), donde se describe que neurósferas 

primarias aisladas de la SVZ de cerebro de rata adulta presentan una alta expresión del 

marcador troncal, anti-nestina; sin embargo, cuando las neurósferas se tratan con 200 µm 

de vitamina C, se induce una diferenciación neuronal, incrementando la expresión de 

tubulina ßIII y del transportador de vitamina C, SVCT2 (Pastor y col., 2013). Nuestros 

resultados también son respaldados por un estudio in vivo realizado en la región 

neurogénica localizada en el hipocampo (Tveden-Nyborg y col., 2009). El estudio describe 

que la deficiencia en vitamina C afecta el desarrollo normal de cobayos, lo que se evidencia 

por una capacidad reducida de los animales deficientes para aplicar la memoria espacial 

como un medio para reubicar el área de la plataforma en el ensayo del laberinto de agua de 

Morris (MWM) (Tveden-Nyborg y col., 2009). Además, describen que existe un número de 

neuronas significativamente menor en tres regiones diferentes del hipocampo de animales 

deficientes al comparar con los controles, y de esta forma, relacionan la pérdida de la 

memoria espacial a la disminución en el número de neuronas en el hipocampo (Tveden-

Nyborg y col., 2009). 

A continuación, mediante la utilización de 2 marcadores de proliferación, anti-

PCNA y anti-BrdU, demostramos que la deficiencia en vitamina C induce una reducción 

progresiva en la cantidad de células proliferativas en la SVZ y en la EVL. De esta forma, la 

disminución de los neuroblastos se relacionaría a una reducción en la cantidad de células 

proliferativas. Cabe señalar que la reducción de la células proliferativas fue significativa en 

la SVZ; sin embargo, en la EVL solo se observó una tendencia a la disminución. Lo último 

puede deberse a la baja cantidad de células proliferativas que se encuentran en la EVL de 

animales control, por lo que resulta difícil evidenciar diferencias con la EVL de animales 

deficientes. Se ha descrito que la deficiencia prenatal en vitamina C induce una 
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disminución significativa del volumen del hipocampo postnatal (Tveden-Nyborg y col., 

2012). El estudio no describe diferencias en la proliferación de precursores postnatales, ni 

en la tasa de sobrevivencia de las neuronas recién generadas en el hipocampo entre 

animales deficientes y controles; sin embargo, determina que la migración de las nuevas 

neuronas hacia la capa granular del giro dentado del hipocampo se reduce en forma 

significativa en animales con deficiencia prenatal en vitamina C (Tveden-Nyborg y col., 

2012). Los resultados de este estudio no coinciden con los nuestros, en donde 

comprobamos que la deficiencia en vitamina C disminuye significativamente la 

proliferación de células precursoras en la SVZ. Estas discrepancias podrían explicarse por 

las diferencias inherentes a los nichos neurogénicos analizados. En el giro dentado del 

hipocampo la capacidad proliferativa es mucho menor a la de la SVZ (Alvarez-Buylla y 

col., 2008; Zhao y col., 2008), por lo que podría verse menos afectado en este aspecto. 

Además, se describe que las células proliferativas BrdU positivas de la SVZ y la RMS de 

rata expresan SVCT2, lo que sugiere un rol de vitamina C en la proliferación de precursores 

neurales (Pastor y col., 2013). 

Por otra parte, la deficiencia en vitamina C podría alterar el número de neuroblastos 

y de células proliferativas a través de un efecto sobre la matriz extracelular. Se describe que 

los vasos sanguíneos presentes en la SVZ poseen una lámina basal constituida por laminina 

y colágeno, y que esta lámina basal se proyecta desde los vasos sanguíneos hacia el área 

subependimaria (Mercier y col., 2002). Adicionalmente, se describe que estos componentes 

de la lámina basal son capaces de unir diversos tipos de factores, que en última instancia, 

pueden modular la neurogénesis (Guan y col., 2012). En este sentido, se sabe que los 

astrocitos de la SVZ, a través de sus procesos, contactan los vasos sanguíneos (Mirzadeh y 

col., 2008) y también contactan la lámina basal (Mercier y col., 2002). De esta forma, la 
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deficiencia en vitamina C puede afectar la síntesis y el depósito de colágeno en la lámina 

basal, reduciendo la unión de factores que estimulan la proliferación y la neurogénesis. 

 

6.4. La deficiencia en vitamina C altera la morfología de células, y la organización 

celular en la SVZ y en la EVL de cerebro de cobayo adulto. 

 

Quisimos definir el efecto de la deficiencia en vitamina C a nivel ultraestructural en 

la SVZ y en la EVL. Demostramos que tanto la SVZ como en la EVL de animales 

deficientes, se produce una drástica disminución en la cantidad de neuroblastos, mientras 

que los astrocitos y las células ependimarias se mantienen sin variación con respecto al 

control. Esta variación en la cantidad de células tiene como consecuencia una 

reorganización de éstas; mientras que en la EVL control los neuroblastos se localizan bajo 

la línea ependimaria, en la EVL de animales deficientes los astrocitos adquieren esta 

localización. Por otra parte, demostramos que en la SVZ no existe alteración de la 

morfología celular; no obstante, en la EVL de animales deficientes, definimos importantes 

diferencias morfológicas. Las células ependimarias control son más planas y con un núcleo 

regular, mientras que en animales deficientes, las células ependimarias presentan una forma 

cúbica y un núcleo muy irregular. Las células subependimarias también presentan núcleos 

con tamaño y forma más irregular en la EVL de animales deficientes. Se ha descrito que el 

aumento en el estrés oxidativo, causado por diversos factores como el envejecimiento, la 

depleción de enzimas antioxidantes, las convulsiones, entre otros, puede ser aminorado por 

la acción antioxidante de la vitamina C (Saitoh y col., 2013; Santos y col., 2009; Tamari y 

col., 2013). Asimismo, la deficiencia en vitamina C tiene como consecuencia un aumento 

en el estrés oxidativo (Dixit y col., 2015; Harrison y col., 2010a; Harrison y col., 2010b; 
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Paidi y col., 2014b). Por otra parte, se describe que el tratamiento de fibroblastos de rata 

(REF52) con bajas dosis de H2O2 provoca un incremento intracelular de especies reactivas 

del oxígeno que a su vez inducen cambios en la morfología celular y en la organización del 

cito-esqueleto de actina (Alexandrova y col., 2006). Se ha descrito, también, que el 

tratamiento de un cultivo primario de fibroblastos con H2O2 provoca un acortamiento de los 

telómeros por daño oxidativo y que este acortamiento induce un incremento en la 

inestabilidad cromosómica, alterando la morfología del núcleo de las células (Coluzzi y 

col., 2014). Estas evidencias nos llevan a proponer que la deficiencia en vitamina C, a 

través del incremento en el estrés oxidativo, induce cambios morfológicos tanto en las 

células como en el núcleo. El hecho de que la alteración en la morfología de las células 

fuese más evidente en la EVL, podría deberse a que esta área posee una menor 

disponibilidad a la vitamina C presente en el LCR, y por lo tanto, se genera un daño 

oxidativo mayor. 

En general, la disminución en el número de neuroblastos inducida por una 

deficiencia en vitamina C, podría explicarse por los siguientes motivos: 1) por la muerte de 

las células madres, de las células precursoras o de los neuroblastos, 2) por una 

predominancia en la generación de células gliales versus la generación de neuroblastos, 3) 

por el cese de la proliferación de las células madres o precursoras y el cese de la posterior 

diferenciación hacia neuroblastos. En relación al punto 1), durante esta tesis no fue posible 

evaluar la muerte celular, debido a que el fijador utilizado, la solución Bouin, no es 

compatible con el ensayo de TUNEL. Además, tampoco se obtuvieron resultados 

aceptables con el marcador de apoptosis, caspasa-3 clivada (no mostrado). Sin embargo, en 

el análisis ultraestructural no se observó un mayor número de células apoptóticas en 

animales deficientes. En cuanto al punto 2), no nos inclinamos por este punto, ya que no 
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observamos un gran aumento en la cantidad de células gliales, más bien éstas mantuvieron 

su número. De esta forma, postulamos que la disminución en el número de neuroblastos 

inducida por una deficiencia en vitamina C se debe al cese de la proliferación de las células 

madres o precursoras y al subsecuente cese de diferenciación hacia neuroblastos. Esta 

hipótesis concuerda con nuestros hallazgos: una disminución en la proliferación y en el 

número de neuroblastos, sin una variación apreciable en la cantidad de células gliales. 

Adicionalmente, la hipótesis también está conforme a lo descrito en literatura, donde 

vitamina C modula la proliferación y diferenciación de células madres, células precursoras 

y neuroblastos (Cao y col., 2012; Choi y col., 2008; Mekala y col., 2013). 

En conjunto, estos resultados demuestran la importancia de la vitamina C en los 

procesos de proliferación, diferenciación y neurogénesis en la SVZ adulta y cómo estos 

procesos tienen una implicancia en la mantención de la citoarquitectura normal de la SVZ y 

de la EVL. Esto también tiene una profunda implicancia en clínica, ya que, aún cuando los 

casos de escorbuto se encuentran prácticamente extintos, existe deficiencia en vitamina C 

en un porcentaje importante de la población. Se describe que en la población de bajos 

ingresos/privada materialmente del Reino Unido, el 46% de los hombres y el 35% de las 

mujeres presenta un estado de deficiencia (<11 µM) o de depleción (<28 µM) en vitamina 

C (Mosdol y col., 2008). Por otro lado, en la población estadounidense la prevalencia 

global ajustada por edad de deficiencia en vitamina C es 7,1 ± 0,9%, la que se reduce al 

aumentar el estatus socioeconómico (Schleicher y col., 2009). En un estudio realizado en 

jóvenes canadienses de entre 20 y 29 años de edad, se describe que el 14% presenta niveles 

deficientes en vitamina C (Cahill y col., 2009). Estos estudios analizaron la prevalencia de 

la deficiencia en vitamina C en países desarrollados, lo que sugiere que la prevalencia 

puede ser significativamente mayor en países no desarrollados o en vías de desarrollo. 
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Figura 49. Efecto de la deficiencia en vitamina C sobre la composición celular de la 
SVZ y de la EVL. 
Representación esquemática de los cambios en la composición celular de la SVZ y de la 
EVL inducidos por la deficiencia en vitamina C. En la SVZ, la deficiencia en vitamina C 
induce una reducción en la cantidad de neuroblastos (en rojo) y en la cantidad de células 
proliferativas (en amarillo); sin embargo, las células ependimarias (en azul) y astrocitos (en 
verde) se mantienen. En la EVL, la deficiencia en vitamina C induce una reducción en la 
cantidad de neuroblastos y un cambio en la morfología celular y nuclear de células 
ependimarias y de células subependimarias. En relación a los astrocitos, éstos se mantienen 
o incluso aumentan su cantidad. 
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Postulamos que, así como ocurre en cobayos, en seres humanos la deficiencia en vitamina 

C puede tener consecuencias severas en la generación de nuevas neuronas en el cerebro y 

más aún, si los afectados son niños o mujeres embarazadas. 

 

6.5. El transportador de vitamina C, SVCT2, se expresa en el cerebro de cobayo 

adulto y su expresión aumenta en condiciones de deficiencia en vitamina C. 

 

 Mediante PCR convencional evaluamos la expresión del ARN mensajero de SVCT2 

y mediante un ensayo de Western blot evaluamos la expresión de la proteína SVCT2. 

Demostramos que el ARN mensajero de SVCT2 y la proteína se expresan en el cerebro de 

cobayo adulto. En relación a la expresión de la proteína, determinamos la presencia de una 

banda con una masa molecular de alrededor de 65 kDa. Se ha descrito una banda con una 

masa molecular aparente de 65 kDa en extractos de cerebro embrionario de rata y en 

extractos de la línea celular HEK293 de riñón humano embrionario (Caprile y col., 2009). 

Por otro lado, se describe una banda con una masa molecular aparente de 75 kDa en un 

extracto de cerebro total de ratón y en un extracto de membranas celulares de cerebro total 

de ratón (Garcia y col., 2005). Sin embargo, al tratar los estos extractos con la enzima N-

glicosidasa F, que cliva las glicosilaciones en asparragina, SVCT2 muestra una masa 

molecular de 66 kDa (Garcia y col., 2005). Los resultados sugieren que SVCT2 en el 

cerebro de cobayo presenta una masa molecular de 65 kDa y que al comparar con otras 

especies, esta masa molecular puede variar dependiendo del nivel de glicosilaciones que 

presente la proteína. 

Mediante PCR en tiempo real, evaluamos el efecto de la deficiencia en vitamina C 

sobre el nivel de expresión de su transportador, SVCT2, en el cerebro de cobayo. 
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Demostramos que el nivel de expresión del ARN mensajero para SVCT2 aumenta de 

manera significativa en el cerebro de cobayos deficientes en relación al control. De esta 

forma, parece lógico que una condición de deficiencia en vitamina C en el cerebro de 

cobayos induzca un aumento en los niveles de expresión del ARN mensajero de SVCT2, 

con el objetivo de elevar los niveles de expresión de la proteína y así compensar los bajos 

niveles de vitamina C en cerebro de cobayo deficiente. Se ha descrito que la deficiencia 

crónica en vitamina C pre y post-natal conduce un desbalance redox, por el aumento en la 

oxidación de ascorbato y de malondialdehído (MDA) en el cerebro de cobayos jóvenes, 

aunque lo anterior no induce un cambio en los niveles de expresión del ARN mensajero, ni 

de la proteína SVCT2 (Paidi y col., 2014a). En el mismo sentido, se describe que el ARN 

mensajero y la proteína SVCT2 no se ve afectada por depleción de vitamina C en la corteza 

cerebral de ratones adultos incapaces de sintetizar esta vitamina (ratones GULO-/-); sin 

embargo, la depleción de vitamina C si induce un aumento en la expresión de la proteína 

SVCT2 en cerebelo y en el hígado (Meredith y col., 2011). Los contrastes entre estos 

estudios y nuestro hallazgo podrían explicarse por las diferencias en los niveles de vitamina 

C que se alcanzan en los animales deficientes. 

 

6.6. SVCT2 se expresa en los vasos sanguíneos del cerebro de cobayo adulto. 

 

A continuación, para evaluar la localización de SVCT2 en el tejido cerebral de 

cobayos controles y deficientes en vitamina C usamos análisis inmunohistoquímicos, de 

inmunofluorescencia e inmunoultraestructurales. Mediante el análisis inmunohistoquímico 

en cobayos control y deficientes, demostramos que en el área de los VLs, SVCT2 se 

localiza en las células ependimarias, mientras que en la región subependimaria, SVCT2 se 
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expresa en los vasos sanguíneos. En la región cortical demostramos que SVCT2 se expresa 

en el soma de neuronas y con mayor intensidad en los vasos sanguíneos. Resultados previos 

describen la expresión de SVCT2 en células ependimarias del cerebro embrionario de rata 

(Caprile y col., 2009) y del cerebro adulto (Mun y col., 2006; Pastor y col., 2013). 

Adicionalmente, se describe la expresión de SVCT2 en la SVZ de rata adulta, 

específicamente en las células proliferativas del tipo C (Pastor y col., 2013); sin embargo, 

en esta tesis no se observó una clara reacción de SVCT2 en la SVZ. Con respecto a la 

expresión en neuronas, nuestros resultados coinciden con lo descrito en forma previa, 

donde se demuestra que SVCT2 se expresa en neuronas de la corteza cerebral embrionaria 

y adulta (Castro y col., 2001; Garcia y col., 2005; Mun y col., 2006; Salazar y col., 2014). 

Ahora bien, la evidencia de la expresión de SVCT2 en vasos sanguíneos del cerebro no ha 

sido reportada en condiciones fisiológicas. Sin embargo, se ha demostrado que luego de la 

oclusión de la arteria cerebral media en el cerebro de ratón, se induce la expresión de 

SVCT2 en células endoteliales de capilares cerebrales localizados en el área isquémica, y 

por su parte, SVCT2 induce un incremento en la incorporación de vitamina C a través de la 

barrera hematoencefálica (Gess y col., 2011). Por otro lado, se describe que en cultivos 

primarios de células endoteliales de microvasculatura de corteza cerebral de ratón se induce 

la expresión de SVCT2 luego de varios días in vitro y adicionalmente, se demuestra el 

transporte de vitamina C por parte del transportador inducido (Qiao y May, 2008).  

Postulamos que la expresión de SVCT2 en cobayo es regulada de una forma 

diferente a otras especies, como rata y ratón, debido a que los cobayos y también los seres 

humanos, presentan una isoforma no funcional de la enzima L-gulonolactona oxidasa que 

cataliza un paso esencial en la síntesis de vitamina C a partir de glucosa en el hígado 

(Mandl y col., 2009). En este sentido, pensamos que el cobayo y el ser humano podrían 
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tener en común la forma en que incorporan y distribuyen vitamina C a los diferentes 

órganos, es decir, podrían tener en común la expresión y localización de los transportadores 

de vitamina C. En base a lo anterior, evaluamos la localización de SVCT2 en muestras de 

tejido cerebral tumoral humano y comprobamos que SVCT2 se expresa en los vasos 

sanguíneos de diferente calibre del cerebro humano y que la expresión presenta un patrón 

discontinuo en la pared del vaso. 

Posteriormente, estudiamos en qué tipo de vasos sanguíneos del cerebro de cobayo 

se expresa SVCT2. Mediante un análisis de inmunofluorescencia, determinamos que la 

gran mayoría de los vasos sanguíneos de cerebro de cobayo, pero no todos, expresan 

SVCT2. Demostramos que todos los vasos sanguíneos que expresan vimentina, también 

expresan SVCT2, y que algunos vasos sanguíneos que expresan GLUT1, no expresan 

SVCT2. En vasos sanguíneos que expresan SVCT2 y GLUT1, demostramos que SVCT2 se 

localiza hacia el lumen del vaso, mientras que GLUT1 se localiza hacia la región 

abluminal. Además, comprobamos que la expresión de SVCT2 se presenta de manera 

discontinua en la pared de vasos sanguíneos de mayor calibre. Se ha descrito, que 

vimentina se expresa en células musculares lisas de arterias musculares (Johansson y col., 

1997; Schnitzer y col., 1981). De esta manera, a partir de nuestros hallazgos y lo descrito en 

literatura, podemos inferir que la expresión de SVCT2 ocurre en células endoteliales 

presentes en las arterias musculares. 

Por último, mediante un análisis inmunoultraestructural, demostramos que SVCT2 

se localiza en la superficie apical de células endoteliales de capilares y vasos sanguíneos de 

un mayor calibre. Adicionalmente, demostramos que SVCT2 se expresa solo en algunas de 

las células endoteliales que constituyen la pared del vaso sanguíneo. Un hallazgo similar se 

describió previamente para el transportador de glucosa, GLUT1. Se observó que este 
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transportador se expresa en forma heterogénea en la pared de los vasos sanguíneos, 

describiéndose 2 tipos de células endoteliales, las que expresan altos niveles de GLUT1 y 

las que expresan bajos niveles de GLUT1 (Cornford y Hyman, 2005).  

 

6.7. Las células de glioblastoma multiforme humano, U87 – MG y C3, expresan 

marcadores neuronales, gliales y troncales. 

 

Mediante la caracterización inmunocitoquímica de las células de GBM humano, 

U87 – MG y C3, demostramos que éstas expresan marcadores gliales, neuronales, y 

troncales. Las células de GBM son consideradas como células gliales transformadas; sin 

embargo, no solo expresan marcadores gliales, sino que también neuronales y troncales, 

como por ejemplo: tubulina ßIII, SVCT2 y nestina. Se describe que una gran variedad de 

tumores contiene una subpoblación de células tumorales tipo célula madre, denominadas 

células madres tumorales (Quinones-Hinojosa y Chaichana, 2007; Vescovi y col., 2006). 

Inclusive, se describe que líneas celulares establecidas, como es el caso de la línea celular 

U87 – MG, contienen una población de células madres tumorales que forman neurósferas 

in vitro (Yu y col., 2008) y que poseen las capacidades de auto-renovación y 

multipotencialidad. Dichas capacidades también se han demostrado en las células C3 

(Pastor, 2011). De esta forma, el hecho de que una subpoblación de las células tumorales 

sea multipotente, significa que éstas son capaces de diferenciarse a células con linaje glial o 

neuronal (Bexell y col., 2009; Fukaya y col., 2010; Yu y col., 2008), lo que explicaría la 

diversidad de marcadores expresados por las células tumorales U87 – MG y C3. 
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6.8. El modelo de GBM subventricular en el cerebro de cobayo reproduce las 

principales características histopatológicas de los GBMs humanos. 

 

Mediante la inyección de un millón de células U87 – MG o de un millón de células 

C3, generamos GBMs humanos en el cerebro de cobayos adultos. Determinamos que los 

tumores generados presentan un gran tamaño, extendiéndose hacia la cavidad de los VLs, y 

que se localizan en contacto directo con la SVZ. Determinamos además, que los tumores 

presentan una densidad celular alta o hipercelularidad, la que corresponde a una de las 

características histopatológicas de los GBMs humanos (Holland, 2000).  

La Organización Mundial de la Salud ha clasificado los diversos tumores del 

sistema nervioso central y ha definido las características histopatológicas de cada uno de 

ellos. El GBM se define como un tumor altamente infiltrativo, compuesto por células y 

núcleos pleomórficos y caracterizado por la presencia de necrosis o necrosis en 

pseudoempalizada, proliferación microvascular o vasculatura glomeruloide, satelitosis 

perineuronal, satelitosis perivascular (co-optación de vasos sanguíneos) y hemorragia 

(Kleihues y col., 1993; Louis y col., 2007; Urbanska y col., 2014). En modelo de GBM 

subventricular humano en cerebro de cobayo, demostramos la infiltración de células 

tumorales en diversas regiones del cerebro, la co-optación de vasos sanguíneos cercanos al 

área tumoral, la presencia de áreas de necrosis y áreas de necrosis en pseudoempalizada, y 

la presencia de vasculatura glomeruloide. También demostramos que el tumor fue infiltrado 

por células del sistema inmune: células de la microglía y linfocitos. Con respecto a las 

células de la microglía, se describe que cuando están asociadas a los gliomas adquieren 

características fenotípicas y funcionales consistentes con una actividad inmunosupresora 

(Li y Graeber, 2012; See y col., 2015) y además, se describe que promueven la 
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proliferación y la invasión de las células tumorales (Coniglio y Segall, 2013). En forma 

similar, se describe que en el área tumoral de pacientes con gliomas se produce una 

infiltración linfocitaria, particularmente de linfocitos T reguladores (CD4+ CD25+) (El 

Andaloussi y Lesniak, 2006). Se ha demostrado que los linfocitos reguladores inhiben la 

acción de linfocitos efectores y que su infiltración en gliomas se correlaciona con el grado 

de malignidad del tumor (Sonabend y col., 2008; Tran Thang y col., 2010). 

A continuación, determinamos que luego de dos semanas desde su inducción, 

nuestro modelo de GBM presenta una matriz extracelular rica en fibras de colágeno. Este 

resultado coincide con lo descrito en GBMs humanos, donde colágeno de tipo fibrilar se 

deposita extensamente en los GBMs, y está relacionado a la capacidad de invasión de las 

células tumorales (Huijbers y col., 2010). En conjunto, estas evidencias demuestran que el 

modelo de GBM subventricular humano en el cerebro de cobayo reproduce las principales 

características histopatológicas de los GBMs humanos. 

 

6.9. El modelo GBM subventricular induce una gliosis reactiva, una infiltración 

microglial y un aumento en la cantidad de neuroblastos en el SVZ. 

 

Mediante un análisis de inmunofluorescencia, determinamos las características 

inmunohistoquímicas del modelo de GBM y cómo se altera la estructura de la SVZ. En la 

SVZ tumoral, donde fue implantado el GBM, demostramos una intensa inmunorreactividad 

para GFAP y vimentina (no mostrado). En este sentido, se describe que los astrocitos 

normales responden rápida y drásticamente cuando son sometidos a injurias como 

isquemias, traumas o tumores cerebrales, transformándose en astrocitos reactivos. Los 

astrocitos normales expresan GFAP, mientras que la expresión de vimentina es variable. 
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Cuando los astrocitos normales se convierten en astrocitos reactivos incrementan la 

expresión de GFAP y vimentina, y se produce una hipertrofia de sus procesos y 

ramificaciones (Tamagno y Schiffer, 2006). Por consiguiente, la inmunorreactividad para 

GFAP y vimentina alrededor del tumor representaría a una gliosis reactiva en respuesta a la 

presencia del tumor. 

Por otra parte, en la SVZ tumoral determinamos que se produce una disrupción de la 

línea de células ependimarias, las que pierden su organización característica como epitelio 

cúbico. Proponemos que la desorganización de este epitelio se debe a que astrocitos 

reactivos y células tumorales migran hacia el área ventricular, pasando a través de la línea 

de células ependimarias y causando su disgregación. 

En la SVZ adyacente al tumor, determinamos que existe un incremento en el 

número de neuroblastos al comparar con la SVZ control. Al cuantificar, demostramos un 

aumento significativo de alrededor de 6 veces en el número promedio de neuroblastos 

adyacentes al tumor. Hipotetizamos que este resultado refleja un aumento de la 

proliferación de células precursoras de la SVZ, promovida por el microambiente tumoral. 

Sin embargo, demostramos que el número de células BrdU positivas presenta un aumento 

no significativo. 

Se describe que la migración de los neuroblastos hacia el BO se produce gracias al 

batir de los cilios de las células ependimarias (Sawamoto y col., 2006). El batir de los cilios 

crea un gradiente de moléculas quimiorrepelentes que orienta rostralmente a los 

neuroblastos. Entre estas moléculas se describe la proteína secretada por lo plexos 

coroideos, Slit-1, que difunde desde el LCR hacia los neuroblastos en la SVZ, estimulando 

su migración (Kaneko y col., 2010; Nguyen-Ba-Charvet y col., 2004; Sawamoto y col., 

2006). En síntesis, las células ependimarias y sus cilios son fundamentales para la correcta 
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migración de los neuroblastos. En nuestros resultados observamos que el GBM 

subventricular secuestra y desorganiza la línea de células ependimarias. Esto nos lleva a 

postular que debido a la desorganización de las células ependimarias, no produce una 

correcta formación del gradiente quimiorrepelente, y por consiguiente, los neuroblastos 

dejan de ser guiados hacia el BO y se acumulan alrededor del tumor. Adicionalmente, el 

gran tamaño de los tumores evitaría la difusión de las señales quimiorrepelentes hacia la 

SVZ. Esto explicaría que en los tumores de mayor tamaño, se observe una acumulación 

mayor de neuroblastos (no mostrado). 

Por otro lado, postulamos que el aumento en la cantidad de neuroblastos puede 

deberse a una atracción de éstos hacia el tumor. Se describe que las NSCs de la SVZ 

exhiben un fuerte tropismo por gliomas en el cerebro de rata, acumulándose en las 

cercanías del tumor (Aboody y col., 2000; Duntsch y col., 2005; Ehtesham y col., 2004; 

Lee y col., 2009), y su vez, el tumor secreta factores que promueven la diferenciación de 

estas NSCs, lo que conlleva a un incremento en la generación de neuroblastos (Bexell y 

col., 2007). De esta forma, proponemos que el tumor atrae a las NSCs y posteriormente, 

promueve su diferenciación a neuroblastos, lo que explica el gran número de éstos 

adyacentes al tumor.  

Adicionalmente, se describe que quimioquinas como la proteína quimioatractante de 

monocitos-1, producida por células microgliales activadas, juegan un rol importante 

dirigiendo progenitores neurales a sitios de neuroinflamación (Bexell y col., 2007). Esto 

explicaría la acumulación de neuroblastos adyacentes al tumor y el hecho de que tumores 

con más células de la microglía acumulen un mayor número de neuroblastos (no mostrado). 

De esta manera, postulamos que las células de la microglía contribuirían al aumento de 

neuroblastos alrededor del tumor. 
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Por último, es importante destacar que nuestro modelo tumoral reproduce las 

condiciones observadas en gliomas humanos, por lo que su uso en estudios posteriores 

podría contribuir a establecer conceptos fundamentales para el desarrollo de tratamientos 

terapéuticos apropiados contra los gliomas o tumores cerebrales. 

 

6.10. La deficiencia en vitamina C posee un efecto anti-tumoral, reduciendo entre 

otros, la vasculatura glomeruloide y la infiltración de células de la microglía. 

 

En una primera etapa, mediante la generación de segundos armónicos para la 

detección de fibras de colágeno, analizamos la matriz extracelular de colágeno en tumores 

en animales control y deficientes. Demostramos que en la condición de deficiencia en 

vitamina C se genera y deposita colágeno; sin embargo, esta generación y deposición de 

colágeno fue levemente menor en tumores U87 – MG en condiciones deficientes al 

comparar con la condición control. Con respecto a los tumores C3, los resultados no nos 

permitieron establecer diferencias entre las condiciones control y deficiente. Estos 

resultados son respaldados por un estudio que describe que la deficiencia en vitamina C en 

ratones gulo -/- no tiene un efecto significativo en la hidroxilación de prolina y en la 

producción de colágeno durante el crecimiento tumoral, sugiriendo que otros factores 

podrían mantener la hidroxilación de prolina y la síntesis de colágeno in vivo (Parsons y 

col., 2006). 

Adicionalmente, se describe que al mantener cobayos en una dieta libre en vitamina 

C, los niveles de esta vitamina en el tejido disminuyen alrededor de un 10% en una semana. 

Con dicha disminución, el crecimiento continua normal durante las primeras 2 semanas, lo 

que se conoce como fase I del escorbuto (Peterkofsky, 1991). Durante las 2 semanas 
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siguientes (fase II), los cobayos pierden peso y presentan tasas menores en síntesis de 

colágeno (Chojkier y col., 1983). En nuestro experimento, inyectamos las células tumorales 

en la segunda semana de la fase I y luego, sacrificamos a los animales al finalizar la 

primera semana de la fase II. De esta forma, nuestros resultados en relación a la generación 

y deposición de colágeno en cobayos deficientes, podrían explicarse por una síntesis de 

colágeno en niveles similares al de los controles, durante la primera semana del crecimiento 

tumoral que se lleva a cabo durante la fase I del escorbuto. 

A continuación, mediante un análisis histológico y de inmunofluorescencia, 

determinamos el efecto la deficiencia en vitamina C sobre 22 parámetros histopatológicos 

asociados a la progresión tumoral del GBM. En primer lugar, determinamos el efecto la 

deficiencia en vitamina C sobre el tamaño tumoral. En tumores U87 – MG determinamos 

que el porcentaje en que se presenta una masa ventricular dorsal fue equivalente entre 

tumores en cobayos control y tumores en cobayos deficientes. Mediante la medición del 

área de los tumores, demostramos que el tamaño de las masas tumorales también fue 

equivalente entre tumores control y deficientes. Por el contrario, en tumores C3 

determinamos que el porcentaje en que se presenta una masa ventricular dorsal fue menor 

en tumores en animales deficientes. Además, demostramos que los tumores C3 en cobayos 

deficientes presentan un área tumoral significativamente menor que los tumores C3 en 

cobayos control. Por consiguiente, la deficiencia en vitamina C demuestra un efecto 

importante en el tamaño de los tumores C3; sin embargo, no presenta este efecto en los 

tumores U87 – MG. Los resultados concuerdan con el panorama general del estudio del 

efecto de vitamina C en cáncer, donde las evidencias son siempre muy controversiales. Los 

resultados en relación al tamaño de los tumores, fueron respaldados por un análisis de 

proliferación tumoral, en el cual demostramos que no existen diferencias significativas en 
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el número de células PCNA positivas por mm2 entre tumores U87 – MG control y tumores 

U87 – MG deficientes en vitamina C. Sin embargo, en tumores C3 de animales deficientes 

demostramos que el promedio de células PCNA positivas por mm2 fue significativamente 

menor con respecto al control. 

La vitamina C puede ser incorporada a las células por dos vías: 1) la forma reducida 

de vitamina C es incorporada por los transportadores SVCTs (Daruwala y col., 1999), 2) la 

forma oxidada de vitamina C (DHA) es incorporada por algunos transportadores de 

glucosa, como GLUT1 (Nualart y col., 2003). Postulamos que entre células U87 – MG y 

células C3 podrían existir diferencias en el nivel de expresión y/o en la localización 

subcelular de estos transportadores, lo que podría explicar las diferencias en los efectos 

observados por la deficiencia en vitamina C en ambos tipos celulares. 

Otra posible explicación se refiere a lo siguiente. La principal entrada de vitamina C 

al SNC ocurre a través de los plexos coroideos hacia el LCR que se encuentra en las 

cavidades ventriculares (Angelow y col., 2003; Ulloa y col., 2013). Las células C3 fueron 

aisladas desde un GBM subventricular humano (Pastor, 2011), por lo que su origen 

subventricular, cercano al LCR, podría hacer a estas células más dependientes a la vitamina 

C que las células U87 – MG que fueron aisladas desde un GBM parenquimal. Esto podría 

explicar que las células C3 sean más susceptibles a la deficiencia en vitamina C. Otra 

posible explicación se respalda en numerosos estudios que describen que la vitamina C 

inhibe la proliferación de células tumorales de diversos tipos de tumores (Fromberg y col., 

2011; Gonzalez y col., 2002; Hirakawa y col., 2005; Kim y col., 2006); por el contrario, 

otros estudios muestran que vitamina C aumenta la proliferación de células madres de 

diferentes orígenes (Cao y col., 2012; Choi y col., 2008; Mekala y col., 2013; Van Pham y 

col., 2016; Yang y col., 2006). Las células C3 son células tumorales aisladas de un GBM en 
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un área neurogénica (Pastor, 2011) y fueron seleccionadas específicamente por su 

capacidad de formar neurósferas y por su expresión de marcadores troncales, es decir, 

fueron seleccionadas por sus características de células madre. Respaldados en estas 

evidencias, postulamos que las células C3, a diferencia de las células U87 – MG, responden 

en mayor medida a la deficiencia en vitamina C como células madre que como células 

tumorales. 

En relación al parámetro de vasculatura glomeruloide, se describe que los vasos 

glomeruloides son vasos sanguíneos amorfos que rememoran los glomérulos renales. 

Mediante análisis ultraestructurales se ha descrito que los vasos glomeruloides son un 

manojo de nuevos canales vasculares revestidos por células endoteliales hiperplásicas, 

rodeados por una lámina basal y una capa incompleta de pericitos (Brat y Van Meir, 2001; 

Rojiani y Dorovini-Zis, 1996; Wesseling y col., 1995). Este tipo de vasculatura es una de 

las características histopatológicas de diagnóstico en los GBMs. En nuestro trabajo 

determinamos la presencia de vasos glomeruloides en los GBMs subventriculares inducidos 

en el cerebro de cobayos. Adicionalmente, demostramos que el porcentaje en que los vasos 

glomeruloides se presentan en tumores U87 – MG en cobayos control fue equivalente al 

porcentaje en tumores en cobayos deficientes en vitamina C; mientras que en el caso de los 

tumores C3, dicho porcentaje fue menor en tumores en cobayos deficientes.  

Se conoce que para su crecimiento los tumores requieren de la presencia de una red 

de vasos sanguíneos que suministre oxígeno y nutrientes a las células tumorales. En el caso 

de los tumores altamente proliferativos la masa tumoral crece más rápido que la 

vasculatura, lo que causa una deficiencia de oxígeno en el tejido tumoral (Bar, 2011; 

Vaupel y col., 2001). La hipoxia, se define como la ausencia de niveles normales de 

oxígeno en el tejido y es característica de tumores como los GBMs (Womeldorff y col., 
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2014). Las células en hipoxia estabilizan el factor inducible por hipoxia-1, HIF-1, que 

corresponde a un factor de transcripción que activa la angiogénesis a través de la regulación 

de genes blanco críticos para estas funciones, entre los que se incluye el factor de 

crecimiento de endotelio vascular, VEGF (Kaur y col., 2005). Mediante la inyección local 

de un vector adenoviral que dirige la expresión de VEGF, se ha demostrado que este factor 

es capaz de orquestar la formación y la estabilización de los vasos glomeruloides (Sundberg 

y col., 2001). En síntesis, los tumores altamente proliferativos generarán más hipoxia, 

estabilizando al factor HIF-1 e induciendo la expresión de VEGF, lo que en última 

instancia estimulará la formación de vasculatura glomeruloide. Como fue descrito más 

arriba, en tumores U87 – MG en animales deficientes y controles, y también, en tumores 

C3 en animales controles demostramos una tasa proliferativa alta; sin embargo, la tasa 

proliferativa fue significativamente menor en tumores C3 en animales deficientes. De esta 

forma, la menor tasa proliferativa en tumores C3 en animales deficientes explicaría por que 

estos tumores presentan vasculatura glomeruloide en un menor porcentaje.  

Si bien, en tumores U87 – MG el porcentaje en que los vasos glomeruloides se 

presentan fue equivalente en las condiciones deficiente y control, demostramos que en 

tumores U87 – MG en cobayos deficientes el volumen de los vasos glomeruloides fue 

significativamente menor que en tumores en cobayos control. Al respecto, se conoce que 

vitamina C actúa como un cofactor en la hidroxilación de residuos de prolina y lisina del 

colágeno, lo que resulta esencial para el plegamiento apropiado del colágeno y su 

estabilización (De Tullio, 2012; Murad y col., 1981; Qiao y col., 2009). De esta forma, una 

deficiencia en vitamina C afecta la deposición de colágeno maduro en vasos sanguíneos y 

en otros tejidos y órganos (De Tullio, 2012; Murad y col., 1981; Qiao y col., 2009). En este 

sentido, se describe que la vitamina C es fundamental para la formación de vasos 
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sanguíneos, por lo que la deficiencia de esta vitamina puede reducir la angiogénesis. A 

partir de nuestros resultados y los antecedentes expuestos, proponemos que la deficiencia 

en vitamina C disminuye la formación de nuevos vasos sanguíneos, ya sean vasos 

sanguíneos normales o vasos sanguíneos glomeruloides. Esto puede explicar el menor 

volumen de los vasos glomeruloides en tumores U87 – MG en cobayos deficientes y 

también, el menor porcentaje en que se presentan los vasos glomeruloides en tumores C3 

en cobayos deficientes. 

En relación al parámetro de necrosis, determinamos que las zonas necróticas 

ocurren en un porcentaje similar en tumores C3 en las condiciones deficiente y control; sin 

embargo, en tumores U87 – MG deficientes en vitamina C las zonas necróticas ocurren en 

un porcentaje mayor en comparación al control. La deficiencia en vitamina C impacta 

directamente la formación de vasos sanguíneos, esto ha sido demostrado en la formación de 

vasos sanguíneos normales en xenografts de células de carcinoma de pulmón (Telang y 

col., 2007) y también, en nuestros análisis de vasculatura glomeruloide. De esta forma, 

postulamos que la deficiencia en vitamina C, a través de su efecto en la formación de 

nuevos vasos, provocaría una llegada insuficiente de sangre al tumor, provocando la muerte 

de las células por necrosis y así, induciendo la aparición de zonas necróticas.  

Continuando con el mismo parámetro, también demostramos que en animales 

deficientes el volumen de las zonas necróticas fue un orden de magnitud menor en los 

tumores C3 al comparar con los tumores U87 – MG. Como se mencionó más arriba, en 

tumores altamente proliferativos la masa tumoral crece más rápidamente que la vasculatura 

necesaria para nutrir dichos tumores. Como consecuencia se produce una deficiencia de 

oxígeno en el tejido tumoral, es decir, se produce hipoxia (Bar, 2011; Vaupel y col., 2001). 

En respuesta a la hipoxia las células tumorales migran, o sufren apoptosis y/o necrosis, 
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generando extensas zonas necróticas (Brat y col., 2004; Brat y Van Meir, 2004). De 

acuerdo a estos antecedentes, en los tumores más proliferativos, se produciría más hipoxia, 

dando origen a más o mayores zonas necróticas. Este planteamiento permite explicar el 

hecho de que el volumen de las zonas necróticas fuera significativamente mayor en los 

tumores U87 – MG, los que presentaban una tasa proliferativa mayor en comparación a los 

tumores C3. 

Por otro lado, se describe que tanto células madres normales como células madres 

de diversos tipos de tumor son más resistentes a la hipoxia que células normales 

diferenciadas y células tumorales diferenciadas, respectivamente (Bar, 2011; Romanko y 

col., 2004). Esto se relaciona a que las células madres en general son quiescentes, por lo 

que su consumo de oxígeno es mucho menor que células en activa proliferación 

(Mohyeldin y col., 2010; Suda y col., 2011). Estas evidencias nos permiten proponer que 

las células C3 presentarían un carácter de células madre superior al de las células U87 – 

MG, lo que les conferiría una mayor protección frente a la hipoxia. Esto explicaría que los 

tumores de células C3 exhiban un porcentaje menor de ocurrencia de zonas necróticas y 

además presenten un volumen de zonas necróticas menor que tumores U87 – MG. 

A continuación y en relación al parámetro de invasión, demostramos la invasión de 

células tumorales en diversas regiones del cerebro de los cobayos portando un GBM; 

rodeando vasos sanguíneos, en el cuerpo estriado, en el cuerpo calloso, en la corteza 

cerebral, en el ventrículo contralateral, en los plexos coroideos y ocupando la cavidad del 

tercer ventrículo. Estos resultados coinciden con lo descrito en GBMs humanos, donde las 

células de glioblastoma migran largas distancias para invadir diversas regiones del cerebro 

humano (Holland, 2000; Urbanska y col., 2014). La infiltración de células tumorales resulta 

de gran malignidad, debido a que pueden ser invadidas regiones vitales del cerebro, no 
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permitiendo la completa remoción del tumor en las cirugías de resección, lo que termina 

por la reaparición de estos tumores (Holland, 2000; Urbanska y col., 2014).  

Adicionalmente, determinamos que el porcentaje en que ocurrió invasión en 

diversas regiones del cerebro fue equivalente entre tumores U87 – MG en las condiciones 

deficiente y control; sin embargo, en tumores C3 el porcentaje de invasión fue menor en 

tumores de animales deficientes. 

Se describe que las células en hipoxia estabilizan el factor inducible por hipoxia-1, 

HIF-1, el que activa genes relacionados a la angiogénesis y también, a la invasión (Kaur y 

col., 2005). Se describe que una reducción en la expresión de HIF-1α en células de glioma 

humanas y murinas afecta su migración in vitro y su invasión en el parénquima cerebral in 

vivo (Mendez y col., 2010). Por otro lado, se ha reportado que la hipoxia incrementa la 

activación de Notch1, que a su vez induce la expresión del receptor de potencial transitorio 

6 (TRPC6) en muestras de GBM. Este último estimula el crecimiento tumoral, la 

angiogénesis y la invasión (Chigurupati y col., 2010). Por otra parte, la hipoxia a través de 

HIF-1 influencia en forma directa el metabolismo de las células, potenciando la glicolisis 

anaeróbica a través de un incremento en la expresión de transportadores de glucosa 

(GLUT1 y GLUT3) y de enzimas glicolíticas, lo que se conoce como efecto Warburg 

(Brahimi-Horn y Pouyssegur, 2007). El aumento en la tasa glicolítica provoca un aumento 

de la generación del producto final de la glicolisis anaeróbica, el lactato (Vander Heiden y 

col., 2009). Se describe que la acumulación de este producto provoca una acidificación del 

medio intra y extracelular, lo que se ha asociado con una mayor malignidad de células 

tumorales y un estímulo para que éstas migren e invadan otras regiones (Gatenby y col., 

2006; Gatenby y Gillies, 2004; Helmlinger y col., 2002). Además, la hipoxia induce la 

expresión de anhidrasa carbónica 9 (CA9) que también se asocia con una mayor malignidad 
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en GBM. Esta enzima produce ácido carbónico a partir de CO2, contribuyendo a la 

acidificación del medio y por consiguiente, a la invasión por parte de las células tumorales 

(Haapasalo y col., 2006; Said y col., 2007; Said y col., 2010). 

Respaldados en estos trabajos, proponemos que en tumores C3 la deficiencia en 

vitamina C altera la invasión de forma indirecta a través de su efecto en la proliferación. De 

esta forma, una tasa proliferativa significativamente menor en tumores C3 de animales 

deficientes, no induciría hipoxia o la induciría en un menor grado, por lo que HIF-1 no 

incrementaría su expresión, no acidificaría el medio y no estimularía la invasión por parte 

de las células tumorales en el parénquima cerebral. Por el contrario, proponemos que en 

tumores U87 – MG, la deficiencia en vitamina C no afectó la invasión, debido a que no 

alteró la tasa proliferativa. Por lo tanto, una tasa proliferativa alta en tumores U87 – MG 

induciría hipoxia, incrementaría la expresión de HIF-1 y la acidificación del medio, y por 

último, estimularía la invasión. Ahora bien, no podemos descartar que vitamina C posea 

una acción directa sobre la migración de células tumorales. Al respecto, se ha reportado que 

la vitamina C inhibe la invasión de células tumorales (Hirakawa y col., 2005; Nagao y col., 

2000; Wybieralska y col., 2008); sin embargo, estas evidencias no coinciden con nuestros 

resultados en tumores U87 – MG donde no hubo variación en la invasión, y tampoco en 

tumores C3 donde la invasión fue menor en animales deficientes en vitamina C. 

Por ultimo, en relación al parámetro de infiltración microglial, demostramos que el 

porcentaje en que ocurre infiltración de células de la microglía se redujo aproximadamente 

a la mitad, tanto en tumores U87 – MG como en tumores C3 en cobayos deficientes en 

vitamina C con respecto a sus controles. Adicionalmente, demostramos que los tumores que 

fueron efectivamente infiltrados presentan un número de células de la microglía por mm2 

equivalente entre tumores en animales control y tumores en animales deficientes en 
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vitamina C. Al respecto, la vitamina C ha sido uno de los micronutrientes más estudiados 

en relación a la eficiencia del sistema inmune (Sorice y col., 2014; Wintergerst y col., 

2006). En humanos se demuestra que la reducción de vitamina C en la dieta por 60 días, de 

250 mg a 5, 10 o 20 mg diarios, provoca una respuesta inmune disminuida (Jacob y col., 

1991) y que la administración de 1 g de vitamina C y 200 mg de vitamina E por 16 semanas 

en mujeres ancianas sanas aumenta la quimiotaxis y la fagocitosis de neutrófilos (de la 

Fuente y col., 1998). 

Los macrófagos peritoneales de ratón poseen una concentración de vitamina C 

intracelular de 3 mM y pueden alcanzar concentraciones de hasta 6 – 8 mM (May y col., 

2005). Se describe que los macrófagos utilizan preferentemente la vitamina C como 

defensa antioxidante durante el estrés celular, ya que durante la fagocitosis de perlas de 

látex, la concentración de glutatión no varía; sin embargo, la concentración intracelular de 

vitamina C disminuye (May y col., 2005). Por otro lado, mediante una inyección 

intraperitoneal de aceite mineral se ha evaluado el efecto de vitamina C en la diferenciación 

de monocitos a macrófagos en cobayos, demostrando que cobayos deficientes en vitamina 

C solo desarrollan un 25% del número de macrófagos desarrollados por cobayos control 

(Ganguly y col., 1976). Adicionalmente, al comparar con los macrófagos en cobayos 

control, los macrófagos de animales deficientes son menos maduros y presentan una 

capacidad migratoria alterada (Ganguly y col., 1976). En este contexto, postulamos que las 

células de la microglía, que corresponden a los macrófagos del SNC, infiltran en un menor 

porcentaje los tumores inducidos en animales deficientes en vitamina C, debido a que estas 

células presentarían una menor defensa ante el estrés oxidativo, lo que podría deteriorar 

varias de sus funciones. Adicionalmente, la deficiencia en vitamina C podría disminuir la 
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cantidad de monocitos que se diferencian a células de la microglía en el cerebro y también, 

disminuir la capacidad de migración de las células de la microglía hacia el tumor. 

Finalmente, determinamos que la deficiencia en vitamina C tiene como 

consecuencia una alteración sustancial en varios parámetros de la progresión de los GBMs. 

En tumores U87 – MG la deficiencia en vitamina C reduce la vasculatura glomeruloide y la 

infiltración microglial, dos de los parámetros asociados a un peor pronóstico en los GBMs 

humanos. Aún más, en tumores C3 la deficiencia de vitamina C reduce la masa tumoral, la 

proliferación celular, la vasculatura glomeruloide, la infiltración microglial y la invasión de 

las células tumorales en el tejido cerebral. El análisis en conjunto estos resultados, nos 

permite concluir que la deficiencia en vitamina C ejerce un efecto anti-tumoral sobre las 

dos líneas celulares analizadas; sin embargo, el efecto fue mucho más exacerbado en la 

línea celular de mayor malignidad, considerando sus características troncales, su origen 

subventricular y lo que se desprende de la comparación de los tumores inducidos con 

ambas líneas celulares en la condición control. De manera interesante, nuestros hallazgos 

reflejan el panorama general en relación al estudio de esta vitamina en la progresión de 

diversos tipos de tumores, donde es posible encontrar trabajos en los que se describen 

efectos anti-tumorales y trabajos en los que se describen efectos pro-tumorales. De esta 

forma, la amplia gama de efectos observados podrían estar relacionados al origen de las 

células tumorales, a sus características como células troncales y además, al estado redox de 

la vitamina C, donde el uso indistinto de ácido ascórbico y de ácido dehidroascórbico 

podría arrojar resultados completamente opuestos. 
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Figura 50. Efectos de la deficiencia en vitamina C sobre la progresión de tumores U87 
– MG y de tumores C3. 
Representación esquemática de los cambios en la progresión tumoral inducidos por la 
deficiencia en vitamina C. En tumores U87 – MG, la deficiencia de vitamina C induce una 
reducción de la vasculatura glomeruloide y de la infiltración microglial. Ahora bien, en el 
caso de los tumores C3, la deficiencia en vitamina C induce una reducción de la masa 
tumoral, de la proliferación, de la vasculatura glomeruloide, de la infiltración microglial y 
de la invasión de las células tumorales en el parénquima cerebral. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

1.- El cerebro de cobayo adulto posee una EVL que conecta la SVZ con el BO, de forma 

similar a lo descrito en el cerebro humano. La EVL está revestida por células ependimarias, 

y a la vez, está rodeada por neuroblastos que se generaron en la SVZ y se encuentran 

migrando hacia el BO. 

 

2.- La citoarquitectura de la SVZ del cerebro de cobayo adulto es más semejante a la 

citoarquitectura de la SVZ de ratón; sin embargo, posee características distintivas de la 

citoarquitectura de la SVZ humana. 

 

3.- El potencial neurogénico se concentra en la SVZ en el cerebro de cobayo joven y se 

reduce sustancialmente en animales envejecidos. 

 

4.- En el cerebro de cobayo adulto, la deficiencia en vitamina C reduce progresivamente la 

proliferación y el número de neuroblastos en la SVZ y en la EVL. Ultraestructuralmente, la 

deficiencia de vitamina C altera la localización, la composición y la morfología celular en 

la SVZ y en la EVL del cerebro de cobayo. 

 

5.- El transportador de vitamina C, SVCT2, se expresa en el cerebro de cobayos control y 

deficientes en vitamina C; específicamente, en las células ependimarias, en las neuronas y 

en los vasos sanguíneos. SVCT2 también se expresa en los vasos sanguíneos del cerebro 

humano. 
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6.- En los vasos sanguíneos de cobayos control y deficientes en vitamina C, la localización 

de SVCT2 se observa en la superficie luminal de las células endoteliales y su distribución 

es heterogénea en la superficie endotelial. 

 

7.- El modelo de GBM inducido en la SVZ de cerebro de cobayo reproduce las 

características histopatológicas de los GBMs humanos. Es reproducida la infiltración 

microglial y linfocitaria, la co-optación de vasos sanguíneos, la necrosis y la vasculatura 

glomeruloide, entre otras. 

 

8.- El GBM subventricular induce un aumento en el número de neuroblastos, pero no un 

aumento en la proliferación en la SVZ. 

 

9.- En tumores U87 - MG, la deficiencia en vitamina C reduce la vasculatura glomeruloide 

y la infiltración microglial, mientras que en tumores C3, la deficiencia de vitamina C 

reduce la masa tumoral, la proliferación, la vasculatura glomeruloide, la invasión y la 

infiltración microglial. 

 

10.- Los tumores que se originan y se desarrollan en la SVZ, como el caso de los tumores 

C3, podrían ser más sensibles al déficit en vitamina C que los tumores que se originan en 

áreas no neurogénicas del parénquima cerebral, como el caso de los tumores U87 – MG. 
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