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RESUMEN

Actualmente existen diversas lineas de investigacion sobre la patofisiologia
desencadenada frente a un trauma medular en la propia zona de lesion, asi como en
sitios distales al mismo que poseen conexiones con la médula espinal. El cerebelo, en
particular, es la estructura encargada de integrar informacion de vias sensoriales y
motoras con origenes espinales de forma directa e indirecta. Es en el vermis del
cerebelo donde terminan la mayoria de las sefiales nerviosas de areas somaticas del
cuerpo, lo que le otorga un papel importante en la integracion de mecanismos posturales
inconscientes. El cerebelo también envia informacién que controla a los musculos
proximales y a las extremidades a través del ndcleo fastigiado a la corteza cerebral y al
tronco encefélico. Por lo cual, en el presente trabajo se propuso observar por medio de
la expresion de la proteina Fos la actividad celular en los diez I6bulos del vermis
cerebelar, asi como en el nucleo fastigiado en distintos tiempos (6h y 24h) posteriores a
una lesién espinal por contusion de la rata macho. Esto con la intencion de tener una

comprension méas ampliar de los procesos patofisiologicos de la lesidn espinal.

Los resultados mostraron una mayor expresion de Fos en la capa granular de los
I6bulos 1, 5, 7,9y 10 y en la capa de Purkinje de los I6bulos 1, 7y 9 a las 6 h posterior
a la lesion espinal. Mientras que 24 h después de la contusion espinal se observé un
aumento en la expresion de Fos en la capa granular de los I6bulos 3 y 4. Asi mismo, en
el Nucleo Fastigiado se observé un aumento a las 24 h posterior a la lesién espinal.
Tales resultados indican una reaccién del cerebelo producida por la lesion espinal que
estaria relacionada con procesos del dafio primario (6 h) y del dafio secundario (24 h).
Esto significaria, que la afectacion dada por la lesion espinal produciria un aumento en
la actividad neural (por la expresion de Fos) de los I6bulos y del nicleo medial del
cerebelo. Lo que se traduciria en alteraciones motoras y autondémicas que se han

observado en sujetos con lesion espinal.



1. INTRODUCCION

La médula espinal, compuesta de neuronas y glia, es una continuacién del tallo
cerebral que transmite informacién tanto excitatoria como inhibitoria a los muasculos,
vasos sanguineos Yy glandulas. Dicha informacion es regulada por estructuras
supraespinales como el hipotalamo, el cerebelo, nlcleos del tallo cerebral, la corteza
cerebral, entre otras. En la médula espinal también se llevan a cabo diferentes funciones
autonomas y reflejas que requieren los vertebrados para responder a estimulos

inmediatos y urgentes demandados por su ambiente.

Como se sabe actualmente, la lesion espinal produce dos tipos de dafios: el dafio
primario, que se refiere a todos los procesos bioquimicos que se llevan a acabo durante
las primeras 24 horas, entre ellos se encuentra la muerte neuronal inmediata generada de
forma directa por la lesion, ya sea mecanica o quimica, y que da como resultado
disrupcion del tejido nervioso tanto en el axén como en la membrana celular. Los
procesos bioguimicos que se llevan a cabo a partir de las 24 horas hasta los siguientes
dias o semanas después de la lesion es lo que se conoce como el dafio secundario, entre
estos procesos se encuentran la restriccion del flujo sanguineo, excitotoxicidad,
inflamacion, liberacion de radicales libres, apoptosis secundaria; estos procesos que
daran como resultado un aumento en el tamafio del area afectada por la lesion espinal.
Estas investigaciones del dafio primario como del dafio secundario suceden en el sitio de

lesion espinal.

Sin embargo, estudios recientes han identificado cambios en la expresién de la
proteina Fos (la cual es utilizada como un marcador de activacion neural) en zonas
distales como nucleos del tallo cerebral y del hipotalamo. Al respecto, hasta la fecha no
existen reportes sobre los efectos de la lesion espinal en el cerebelo de la rata macho. El
cerebelo es una estructura especializada para el aprendizaje y la ejecucion motora. Sin
embargo, no se conoce la reaccion del cerebelo de sujetos que han sufrido una lesion
espinal. De esta manera, el principal objetivo de esta Tesis fue el determinar los
cambios en la expresion de la proteina Fos en el nicleo fastigiado y los diez l6bulos del

vermis del cerebelo después de la lesion de la médula espinal en la rata macho.



2. ANTECEDENTES
2.1. La medula espinal.

Al igual que el resto del sistema nervioso central de los mamiferos, la médula
espinal (ME) esta constituida por neuronas y glia; las primeras estdn compuestas por
motoneuronas alfa y gama asi como las interneuronas la y 1lb (que comunican
informacion sensitiva y motora), neuronas sensitivas y neuronas autonémicas (Kandel,
2001). Mientras que la glia se constituye por oligodendrocitos, cuya principal funcion es
la mielinizacion de los axones, astrocitos implicados en la regulacion, diferenciacion y
formacion de sinapsis y la microglia que activa o desactiva funciones en el Sistema
Nervioso Central (SNC) (Bradesi, 2010). La ME al igual que el resto del SNC también
se halla protegida por las tres capas de meninges como son la piamadre, la aracnoides y

la duramadre (Steinmetz y cols., 2010).
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Fig. 1. Principales estructuras anatomicas de la médula
espinal humana (tomado de Thibodeau y Patton, 2008).

La ME se divide en los denominados segmentos medulares. Cada segmento es
una division que corresponde en forma aproximada a la distribucion de cada uno de los
31 pares de las raices espinales (Merck, 1999). En el humano se encuentra dividido en 8
cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo. Mientras que en la rata se

encuentran 8 cervicales, 13 toracicos, 6 lumbares, 4 sacros Yy 3 coccigeos (Hebel y



Stromberg, 1986). La ME inicia rostralmente conectada con el bulbo raquideo hasta
llegar a las vertebras lumbares superiores a nivel de L1-L2, aproximadamente en el final
del denominado cono medular (Merck, 1999). Concluye al inicio de las raices nerviosas
mas caudales; una serie de nervios que salen de las vertebras espinales y forman la

denominada cola de caballo o cauda equina (Steinmetz y cols. 2010).

Al realizar un corte transversal de la ME se observan dos elementos: el centro
que esta constituida por la sustancia gris, y alrededor de ella se encuentra la sustancia
blanca formando los cordones o vias axonales ventrales, laterales y dorsales. De ambas,
la sustancia gris es la que posee mayor irrigacion sanguinea (Steinmetz y cols., 2010).
En ésta es donde podemos encontrar el conducto del epéndimo de la médula espinal
(Ganong, 1982) que es el responsable de la produccién del liquido cefalorraquideo
(Larsen, 2003). Asi mismo, en la sustancia blanca se ubican las fibras nerviosas
ascendentes y descendentes de composicion principalmente mielinica, las cuales

transmiten informacidn sensitiva y motora, respectivamente (Merck, 1999).

Con respecto a la irrigacion sanguinea espinal, esta posee una arteria medular
anterior y dos posteriores, cada una de ellas con diversas ramas radiculares de forma
longitudinal. Dichas ramas alcanzan a la médula y nervios espinales para después llegar
a las raices anteriores y posteriores, teniendo un mayor impacto en las ultimas
(Steinmetz y cols. 2010).

Existen reportes de una amplia variedad de neurotransmisores o neuromodulares
que abarcan monoaminas, aminoacidos y neuropéptidos excitatorios e inhibitorios
relacionados al procesamiento de informacion dentro de la médula espinal. En ella, los
principales neurotransmisores son el glutamato y la glicina, uno excitatorio y el otro
inhibitorio. Asi mismo se encuentra la acetilcolina (Purves, D. y cols., 2004), la
sustancia P, los CGRP (Bradesi, S., 2010), los péptidos opioides como las encefalinas y
endorfinas (Miller, 2008), la sustancia P, el oxido nitrico, la serotonina, la
somatostatina, la dopamina, el neuropeptido Y, la vasopresina y la oxitocina, entre
otros. Todos ellos con una amplia variedad de receptores a capsaicina (como los
vanilloides), nicotinicos, muscarinicos (Budai, 2000), 5-HT;.7, D2, Da, que actlan en
ambas astas y en la materia gris intermedia con procedencias principalmente de los
nucleos del tallo cerebral. Otras con procedencia de interneuronas como el aspartato, el
glutamato con receptores NMDA, AMPA vy kainato, o de células de Renshaw e

interneuronas la como son la glicina, la nociceptina, la nocistatina y el GABA con

4



receptores GABAA y GABAg modulando aferencias primarias nociceptivas (Nogradi y
Vrbova, 2005).

En 1952, basandose en la citoarquitectura de la materia gris del gato, Redex
establecio 10 ldminas dentro de la médula espinal, las cuales a la fecha son consideradas
semejantes en el ser humano (Steinmetz y cols. 2010). Estas ldminas se presentan
diferenciadas en su morfologia a lo largo de los segmentos espinales, ya que sus limites
pueden ser progresivos o bruscos a lo largo de los segmentos espinales, dependiendo el
nivel espinal en el que se encuentren (Steinmetz y cols. 2010). La sustancia gris posee
forma de mariposa o de H y se compone de los cuerpos neuronales y de las fibras no
mielinicas (Merck, 1999). Se divide en dos astas anteriores ubicadas en la porcion
ventral y dos astas posteriores en la porcion dorsal con una columna intermedia situada
de forma lateral en medio de cada asta dorsal y ventral por cada lado (Merck, 1999). Las
astas anteriores poseen motoneuronas cuyos axones fungen como fibras eferentes de
nervios espinales hacia las fibras y los husos musculares, mientras que en las astas
posteriores se localizan fibras sensitivas con origenes en los cuerpos neuronales de los
ganglios de la raiz dorsal, las cuales son las encargadas de la percepcion y transmision
de informacion sensitiva y la conduccion de impulsos motores, sensitivos y reflejos
entre ambos lados de la sustancia gris y los segmentos adyacentes (Merck, 1999). Por su
parte, las columnas intermedias estan relacionadas con el sistema nervioso autbnomo
(Steinmetz y cols. 2010). Las interneuronas (células de Renshaw, por ejemplo) se
ubican en toda la materia gris, principalmente en el asta posterior y como su nombre lo
indica, se “interponen” entre las neuronas sensitivas y las neuronas motoras para
transmitir selectivamente informacion a las segundas (Willis, 2006). En la médula
espinal la existencia de neuronas con axones cortos distribuidas a través de la sustancia
gris es rara, probablemente existentes solo en la sustancia gelatinosa (lamina I1). La
gran mayoria de neuronas espinales se ubican en las laminas V-VII y son de naturaleza
propioespinal pero deben establecer conexiones con células adyacentes por medio de

axones colaterales en su camino hacia los cordones o vias ascendentes o descendentes.

En la rata, las principales proyecciones aferentes de la médula espinal tienen sus
somas en los pares de los ganglios, al parecer con la excepcion de la cervical 1 (C1).
Maés de dos tercios de los axones en el tracto de Lissauer (posterolateral) de los niveles

medio toracico y lumbo-sacro son aferencias primarias. Por lo cual una gran cantidad de



informacidn enviada por la medula a estructuras superiores se ubica dorsalmente (Hebel
y Stromberg, 1986).

Como se menciond anteriormente, la sustancia blanca se divide en tres cordones
o fasciculos; el anterior, el posterior y el lateral por cada lado. Los cordones anteriores y
laterales se dividen en ascendentes y descendentes. Mientras que los cordones
ascendentes envian informacion sensitiva por medio de tractos hacia estructuras
supraespinales, los tractos descendentes envian informacion motriz hacia la médula

espinal voluntaria e involuntaria, ademas de regular procesos autonémicos.

Dentro de los tractos descendentes se encuentra el tracto piramidal que inicia en
la corteza motora y es la via con mayor importancia para el control motor voluntario
pues posee Vias corticoespinales. A su vez, el tracto extrapiramidal es importante para el
movimiento autonémico y aprendido pues posee origenes del cerebelo, ganglios basales
(cuerpo estriado y sustancia negra) y nucleos motores del tallo cerebral (nicleo rojo)
(Schuenke y cols., 2007).

En 1981 Kuypers propuso la subdivision de las vias descendentes del tallo en
dos grupos basandose en la distribucion de sus terminales y sus propiedades funcionales
(Schoenen y Grant, 2004):

Grupo A. Compuesto por los tractos reticuloespinal medial, vestibuloespinal y
tectoespinal. Todos localizados ventral y ventrolateralmente con terminaciones
frecuentemente bilaterales en la parte ventromedial de la sustancia gris, la cual posee
neuronas propioespinales largas e intermedias. Sus aferencias se sobreponen
principalmente con fibras corticoespinales. Estas vias reciben fibras de areas corticales
rostrales al giro precentral y se caracterizan por gozar de muchas colateralizaciones con
conexiones directas a motoneuronas del cuello, espalda y musculos de las extremidades
proximales. Sus funciones se relacionan con la postura, movimientos sinérgicos de todo
el miembro y movimientos de orientacion del cuerpo y cabeza (Schoenen y Grant,
2004).

Grupo B. Compuesto por los tractos rubroespinal y pontoespinal del tegmento
pontino ventrolateral. Estas vias poseen fibras contralaterales situadas en el fasciculo
dorsolateral y se caracterizan por sus terminaciones en partes dorsales y laterales de la
sustancia gris intermedia, las cual contiene neuronas propioespinales cortas. Este grupo

de tractos parecen suministrar el control ejercido por las vias del grupo A y proveen la



capacidad para los movimientos independientes basados en la flexion de las
extremidades y hombros, particularmente del codo y mano. Sus vias establecen
conexiones monosinapticas con motoneuronas de musculos extremadamente distales en
primates y gatos ademas de mostrar pocas colateralizaciones. Sus areas de terminacion
se sobreponen y dirigen a la terminacion corticoespinal lateral (tracto piramidal). Sus
células, como las del nucleo rojo, reciben aferencias corticales del giro precentral. La
distribucion espinal de fibras noradrenérgicas y serotonérgicas del tallo cerebral
probablemente tenga un papel funcional en el procesamiento sensorial dentro del asta
dorsal en actividad autonémica y en el control motor. Por ejemplo, la estimulacién
eléctrica del nucleo magno del rafe produce un efecto analgésico asi como la inhibicién
en el arco reflejo de flexion espinal (Schoenen y Grant, 2004).

Los tractos ascendentes ubicados en la porcion ventrolateral de la sustancia
blanca tienen proyecciones espinotalamicas y espinoreticulares. Ambos acarrean
informacion de dolor, temperatura, tacto y presion. En los segmentos mas bajos sus
axones se localizan con preponderancia dorsolateral y en los niveles méas superiores de
forma ventromedial. En particular, el tracto espinotalamico tiene su origen
principalmente en las laminas I, V, VIII con una decusacion en la comisura ventral. Sus
terminales axdnicas alcanzan al nlcleo talamico posterolateral y al nicleo lateral central
del complejo intralaminar. En humanos se ha mostrado que tiene implicacion en el
acarreo de informacion dolorosa y comezon. Mientras que el tracto espinoreticular
asciende en el funiculo ventral y lateral terminando en los nicleos de la formacion
reticular. Se origina bilateralmente en el asta dorsal y ventral. La mayoria de sus fibras
son colaterales de neuronas del tracto espinotalamico. Este tracto responde a una serie
de estimulos sensoriales. Otros tipos de tractos ascendentes, como el tracto espinotectal
posee proyecciones hacia el coliculo superior, la sustancia gris central o
periependimaria y la formacion reticular. En mono se ha reportado en las laminas | y
IV-VIIL. A su vez, el tracto espinocervicotalamico se dirige al ndcleo cervical lateral
para atravesar posteriormente el lemnisco medio contralateral hacia el nucleo
posterolateral ventral y el complejo nuclear posterior del tdlamo. La procedencia de
dicho tracto se encuentra en todos los niveles espinales del asta dorsal ipsilateral,
principalmente en la ldmina IV. Sus axones viajan dorsalmente al tracto
espinocerebelar. Responde a varios estimulos primarios de receptores cutaneos. Parece

contribuir a reflejos condicionados tactiles, discriminacion de dos puntos y



discriminacion de tamafio. Sobre los tractos espinovestibular y espinoolivar no existen
reportes de su existencia en primates, a excepcion de la fibra ascendente hacia el grupo
Z (nucleo Z) del complejo nuclear vestibular. La funcidn de este tracto es transmitir
aferencias de los husos musculares de las extremidades inferiores hacia el tdlamo y la
corteza. Los tractos espinocerebelares (uno dorsal y uno ventral) proyectan sensacion
primaria relacionada a las extremidades inferiores y las extremidades superiores
(Schoenen y Grant, 2004).

Los cordones posteriores estdn conformados por el fasciculos gracilis y el
fasciculo cuneiforme, ambos encargados del acarreo de informacién propioceptiva y
tactil discriminatoria ascendente. Particularmente, el fasciculo gracil es méas medial y
estd compuesto principalmente de axones aferentes cervicales. Mientras que el fasciculo
cuneiforme con haces lumbares y sacros es mas lateral. Ambos cordones inervan las
extremidades inferiores por debajo de T6 (fasciculo gracil) y por encima de T6 con una
ubicacién mas lateral (fasciculo cuneiforme) (Steinmetz y cols. 2010). Existe evidencia
de que ambos fasciculos estan implicados en tareas de discriminacion sensitiva
complejas, tales como discriminacién entre dos puntos, juzgar la magnitud de la presion
cutanea y la habilidad para detectar la velocidad y direccién de un estimulo en

movimiento (Schoenen y Grant, 2004).

Como se ha mencionado, la médula espinal posee diversas vias ascendentes que
envian informacion a diversas estructuras supraespinales, entre ellas se encuentran la via
espinotalamica, la espinotectal, la espinoolivar y la espinocerebelosa. Esta Gltima esta
comunicada al cerebelo a través de grupos axonales ascendentes que atraviesan diversas
estructuras en el tallo y siguen prolongaciones distintas para llegar a su destino final
dentro de la capa granular cerebelar. Cabe mencionar que los grupos celulares de la
médula espinal que envian proyecciones espinocerebelares han sido estudiados
principalmente en gatos, pero diversos trabajos han mostrado que existe una
organizacion similar en otras especies animales como el humano o la rata (Jankowska y
Puczynska, 2008).



2.2. El cerebelo.

El cerebelo tiene un papel importante en el control motor, la adaptacion refleja y
el aprendizaje motriz al mediar tanto el ritmo como la coordinacion fisica de las
extremidades (Glickstein y Doron, 2008). Esto es posible gracias a distintos tipos de
aferencias provenientes del nucleo rojo, la formacion reticular, nacleos del puente y del
sistema vestibular. Asi mismo, de los tractos espinocerebares que llevan informacién
con procedencia de los centros locomotores medulares hacia el cerebelo (Linazasoro,
2002).

Anatémicamente, el cerebelo estd colocado en la parte posterior del cuarto
ventriculo a nivel del tallo cerebral. Es una masa nerviosa voluminosa que en el humano
pesa en promedio 140 g y se encuentra en la parte posterior e inferior de la base del
craneo (Kandel y cols., 2001). Se localiza por debajo de la parte posterior del cerebro
del que lo separa un repliegue de la duramadre Ilamado tienda del cerebelo, el cual se
introduce en la cisura transversa. El cerebelo tiene forma ovoide, ligeramente aplanado
y con una escotadura central. En la linea media presenta una eminencia longitudinal
Ilamada vermis y a cada lado de éste se encuentran dos eminencias voluminosas
denominadas hemisferios cerebelosos. Todo el cerebelo esta cubierto por una capa fina

de sustancia gris plegada en numerosas circunvoluciones (Figura 2).

Divisién funcional.

A grosso modo cerebelo se divide en tres lobulos; I6bulo anterior, l6bulo
posterior y lébulo floculonodular. EI 1ébulo anterior también conocido como
paleocerebelo estd compuesto por la lingula y el I6bulo central. Contiene conexiones
reciprocas con la medula espinal y tiene una participacion en el control del tono
muscular y movimientos axiales y de extremidades. El I6bulo posterior es el mas grande
y estd formado por el culmen, el declive, el folium, el tuber, la piramide y la tvula. El
I6bulo floculonodular es la porcion mas antigua del cerebelo y es llamado también
arquicerebelo. Esta compuesto por el floculo y el nddulo y se sabe que su desarrollo esta

relacionado con el aparato del equilibrio y los nacleos vestibulares. Dicho I6bulo recibe


http://www.monografias.com/trabajos13/acerca/acerca.shtml

informacion a través de las aferencias vestibulares primarias y envia proyecciones a los
nucleos vestibulares externos. En los vertebrados superiores controla el equilibrio y los
movimientos de los ojos, por lo que recibe el nombre de vestibulocerebelo
(Schmahmann, 2004).

Rostral
.

™\

. Lébulos

\ £

Fisuras

Fig. 2. Vista externa del cerebelo de rata macho con las principales
areas que lo constituyen (tomado y modificado de Manzo y cols.,
2008).

De igual forma, el 16bulo posterior esta muy crecido en primates, en especial en
el humano, formando salientes bilaterales llamadas hemisferios cerebelosos, que
también se conocen como neocerebelo ya que representan una zona filogenéticamente
reciente. Por otra parte, en los hemisferios cerebelosos terminan la mayor parte de las
sefiales que llegan de los niveles mas altos del cerebro, en especial de las areas motoras
de la corteza cerebral (Schmahmann, 2004).

Con respecto al vermis (que significa gusano en latin), posee una medida de dos
a tres centimetros de ancho en el humano. Este se localiza entre dos fisuras
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longitudinales en la region ventral que delimitan una cresta elevada en la linea media y
se subdivide en 10 Iébulos en direccién rostrocaudal (Larsell, 1948). El vermis recibe
sefiales visuales, auditivas, vestibulares y somatosensitivas de la cabeza y partes
proximales del cuerpo. Envia sefiales a traves del nucleo fastigiado a las regiones de la
corteza y el tronco encefalico que controlan los muasculos proximales del cuerpo y las
extremidades. También rige la postura, la locomocion y la mirada, a la vez que recibe
aferencias somatosensitivas de las extremidades (Larsell, 1948). El vermis tiene un
papel en la integracion de los mecanismos posturales inconscientes y es considerado
como el cerebelo limbico. En éste terminan la mayor parte de las sefiales nerviosas que

provienen de las areas somaéticas del cuerpo (Schmahmann, 2004).

La Corteza cerebelar

La sustancia blanca del cerebelo esta constituida por los axones que llevan
informacion aferente y eferente al cerebelo, al mismo tiempo que forma parte del tejido
de sostén. La corteza cerebelosa o sustancia gris esta constituida por tres capas; de la
parte apical hacia la ventral encontramos la capa molecular (M), la capa de Purkinje
(PK) y la capa granular (Gr). En estas capas se hallan distribuidas cinco tipos de
neuronas principales: cuatro inhibitorias; células estrelladas o radiadas, células en
canasta, células de Purkinje y células de Golgi; y una excitatoria; las células granulares
(Apps y Garwicz, 2005). En la Figura 3 se muestra su distribucion dentro de la corteza

cerebelar.

11



&l FM
F M
3. - Pk
= 9
t
t
= - ™M
- Gr
t sl
hacia T y TMD de OI ||de NTC y ME
axon de CPk FT }

Fig. 3. Estructura basica de la corteza cerebelar con sus tipos celulares con sus aferencias y
eferencias. Las abreviaciones de las figuras incluyen: CC, célula de canasta; CE, célula
estrellada; CG, célula de Golgi; NP, nucleo profundo; CPK, célula de Purkinje; CGr, célula
granular; FM, fibra musgosa; FP, fibra paralela; FT, fibra trepadora; Gr, capa granular; M,
capa molecular; ME, médula espinal; NTC, nucleos del tallo cerebral; Ol, oliva inferior; Pk,
capa de Purkinje; T, tdlamo; TMD, tractos motores descendentes (Tomado y modificado de
Apps y Gaewicz, 2005).

La capa granular es la mas profunda y amplia, se encuentra por debajo de la capa
de Purkinje. Esta capa recibe aferencias de las fibras musgosas que tienen su origen en
nacleos del tallo y de la médula espinal (Apps y Garwicz, 2005). Al contario, la capa
molecular es la capa mas externa de la sustancia gris. En esta capa se localizan dos tipos
de interneuronas inhibidoras; las células estrelladas y las células en cesto o de canasta
que forman una red de circuitos cuyo blanco principal son las dendritas y los somas de
las células de Purkinje, asi como los axones excitadores de celulas granulares (Tohyama
y Takatsuji, 1998). Mientras que la capa de Purkinje se halla entre la capa molecular y
la capa granular conformada por una hilera de células de Purkinje, tales células estan
dispuestas de forma uniforme a lo largo de su capa. Estas células son los blanco de las
células granulares, las fibras paralelas y las fibras trepadoras a la vez que sus axones

atraviesan la sustancia blanca para alcanzar a los nucleos cerebelosos profundos
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(Tohyama y Takatsuji, 1998). Las células de Purkinje procesan la informacion cortical y

son la unica eferencia de la corteza del cerebelo (Apps y Garwicz, 2005).

La informacidn espinal llega directamente a la corteza cerebelar a través de las
fibras musgosas, las cuales hacen sinapsis con las células granulares que a su vez se
bifurcan en la capa molecular para formar las denominadas fibras paralelas que excitan
a las células de Purkinje. Al mismo tiempo, las fibras trepadoras proveen eferencia
excitatoria a las células de Purkinje a través de la activacion de receptores ionotropicos
y metabotrdpicos de glutamato. Ambos receptores se han encontrado presentes tanto en
células de Purkinje como en células granulares, por tal motivo estos sistemas aferentes
deben obtener efectos mas prolongados en la excitacion sindptica (Tian y Bishop,
2002). Las células de Purkinje son de naturaleza GABAérgica, por lo cual su funcion es
inhibir a las células de los nucleos profundos del cerebelo para que éstas, a su vez,

lleven los impulsos nerviosos al tdlamo o a los tractos motores descendentes.

El cerebelo recibe una amplia variedad de aferencias sensoriales y genera
proyecciones relacionadas a sefiales motoras de acuerdo a las reglas internas de la
computacion. Dichas reglas son determinadas por una conectividad interna de redes
neurales y a las propiedades intrinsecas de las neuronas (Apps y Garwicz, 2005). La
estimulacion de aferencias cerebelares induce la liberacion de aminoacidos,
monoaminas, y neuropeptidos (Tian y Bishop, 2002). Apps y Garwicz (2005) detallaron
un resumen funcional a nivel anatémico y fisiol6gico basado en los estudios realizados
dentro del paravermis cerebelar, el cual que recibe abundantes conexiones con la
médula espinal. Los autores analizan la importancia e influencia del paravermis sobre
los movimientos voluntarios de los miembros. En ella se discute la integracion de
recientes hallazgos sobre la conectividad cortical intrinseca cerebelar, asi como la
especulacion sobre como ésta organizaciéon podria modular el control motor. Bajo este
paradigma, la clave principal en el funcionamiento cerebelar es la subdivision y
organizacion de microcomplejos multizonales (MCMZ). La operatividad de estos
microcomplejos se basa en la organizacion del reflejo de retirada espinal. De forma
individual estos microcomplejos podrian mantener informado al cerebelo acerca de los
movimientos inapropiados o “errores motores” que estan relacionados a los
movimientos elementales de un miembro, aquellos que resultan de las contracciones de

un musculo simple. Cada MCMZ estd compuesto de una tira longitudinal en la corteza
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denominada microzona donde las células de Purkinje reciben aferencias por medio de
las fibras trepadoras. La microzona es el componente basico del complejo olivo-cortico-
nuclear. Las fibras trepadoras median las sefiales de errores motores en la adaptacion de
la plasticidad sinaptica y del aprendizaje motor al proveer informacion relacionada a los
mausculos individuales. Cada microzona podria procesar e integrar informacion derivada
de diferentes fibras musgosas provenientes de la médula espinal y de nucleos del tallo
cerebral. Se ha observado similitud entre los campos receptivos del reflejo de retirada
espinal (nocioceptivo) por medio de fibras musgosas que terminan en microzonas del

paravermis con los de la piel (Apps y Garwicz, 2005).

La importancia del cerebelo como un sitio de almacenamiento de modelos
internos del aparato motor depende de su capacidad para transformar cambios
adaptativos aferentes y eferentes que incluyen la plasticidad sinaptica de las fibras
paralelas a las células de Purkinje y de las fibras paralelas a las interneuronas corticales
del cerebelo. Las aferencias de las fibras trepadoras y de las fibras musgosas son
similares en toda la corteza del cerebelo de todas las especies. Sin embargo, la
informacién no parece derivar de los mismos circuitos espinales. Las similitudes
indican que la codificacion de informacion sensitiva es un principio comun de las redes
espinales. Las células de Purkinje de una microzona tienen campos receptivos
inhibitorios relacionados a interneuronas similares a los de las fibras musgosas. En
contraste, las fibras paralelas son diferentes y parecen derivarse de fibras musgosas que

terminan en regiones no localizadas de la corteza cerebelar (Apps y Garwicz, 2005).

Como se menciond, la zona media del cerebelo en donde se ubica el vermis
recibe aferencias que conducen informacion visual, auditiva, vestibular vy
somatosensorial. De igual manera, dicha informacion regresa mayormente hacia el tallo
cerebral (por ejemplo, nucleos vestibulares y reticulares) y un poco mas esparcido a las

regiones corticales motoras por medio de talamo (Morton y Bastian, 2003).

En el gato los tractos espinocerebelares ventrales y dorsales, asi como las vias
espino-reticulo-cerebelares proyectan densamente hacia el cerebelo intermedio, ademas
de acarrear signos relacionados a los movimientos ritmicos de las extremidades
posteriores. Las eferencias de esas mismas regiones proyectan de vuelta patrones
generadores a la médula espinal por medio de los tractos vestibuloespinal,

reticuloespinal y rubroespinal (Morton y Bastian, 2003). Por otra parte, la estimulacion
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en el ndcleo interposito anterior provoca movimientos en las extremidades mediados a
través del nucleo rojo y el tracto rubroespinal en dos o tres segmentos de una
extremidad ipsilateral (Apps y Garwicz, 2005). Estas vias que se han mencionado se
han podido estructurar en base a los experimentos realizados dentro del laboratorio o

por medio de padecimientos clinicos reportados en humanos.

Ahora se detallara con mayor énfasis a la via espinocerebelosa, la cual, como ya
se ha mencionado, se divide en dos tractos con origenes espinales distintos. Como se
sabe, es la via directa de la médula espinal hacia la corteza cerebelar y tiene un papel
directo en el acarreo de informacion sensitiva; tanto propioceptiva, nociceptiva y

térmica, entre otras.

Conexiones directas desde la médula espinal hacia el cerebelo

Desde la médula espinal existen dos vias que hacen sinapsis con el cerebelo; el
tracto espinocerebeloso dorsal (TECD) y el tracto espinocerebeloso ventral (TECV) que
se ubican en ambos lados de la médula espinal. Ambas vias son excitadas
monosinapticamente. EI TECD es excitado por aferencias primarias y comunica
informacidn exteroceptiva y propioceptiva de las extremidades inferiores y esta
involucrado principalmente en el acarreo de informacion sensitiva derivada de 6rganos
periféricos como los masculos, articulaciones y piel. Mientas que el TECV recibe
entradas dispersas de interneuronas locales y demas sistemas descendentes con una
subpoblacion que recibe fuertes aferencias musculares. La funcion del TECV es
acarrear informacion periférica e integrar la actividad de grupos de interneuronas de la

médula espinal (Muramatsu y cols., 2009).

En un estudio realizado por Rivero-Melian y Grant (1990) en donde buscaban
describir las proyecciones de los ganglios de la raiz dorsal (GRD) desde segmentos
lumbares hacia grupos celulares espinocerebelosos, encontraron que las neuronas con
marcaje dentro de la medula espinal se ubicaron mayormente en la lamina V de forma
medial y dorsolateral, en el area central de la lamina VIl con un marcaje moderado
desde L3-L5, en la columna de Clarke (CC) con proyecciones espesas de L1-L6. Las
proyecciones del GRD en L1-L3 estaban organizadas somatotdpicamente con

proyecciones a areas dorsomediales y de L4-L5 superpuestas sobre la extension
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mediolateral entera en el funiculo dorsal, mientras que en el grupo lateral de la lamina

IX recibian cantidades pequefias de marcaje desde L3-L5.

Las conexiones del TECD han sido descritas desde la medula cervical superior,
origindndose en el nucleo cervical central (NCC) principalmente, desde el
ensanchamiento cervical y de un largo numero de grupos celulares en la parte mas
caudal de la médula espinal. Se ha establecido que el NCC entre C1-C3 envia sus
axones a través de la linea media de la médula espinal y entra al cerebelo por el
pedunculo cerebeloso superior, principalmente (Boyling y Jull, 2006), pero también a
través del cuerpo restiforme o pedunculo cerebelar inferior. Es importante mencionar
que los axones del TECD son directos, es decir, toman un curso espinal sin decusacion
(Grant y Xu, 1988).

También se ha establecido que las dos terminaciones principales para ambas
fibras espinocerebelares son el Iébulo anterior y el lobulo posterior del cerebelo.
Berretta y cols. (1991) analizaron la topografia de las proyecciones al 16bulo anterior del
cerebelo e investigaron si las proyecciones a ambos l6bulos provenian de diferentes
neuronas espinocerebelosas o de axones de las mismas células. Para ello, utilizaron la
peroxidasa de rabano con aglutinina de germen de trigo (WGA-HRP, por sus siglas en
ingles), el cual funje como un marcador anterdgrado. Usaron ademas técnicas de doble
marcaje retrogrado para calcular la incidencia de neuronas espinocerebelares que
proyectan a los dos l6bulos del cerebelo (anterior y posterior) por medio de axones
colaterales. EI marcaje anterogrado confirm6 que, al igual que otras especies de
mamiferos, la rata posee proyecciones espinocerebelares a dos diferentes regiones de la
corteza cerebelar: los I6bulos 1-5 y 8, principalmente. En el mismo estudio no se
observaron diferencias en la distribucion aferente proveniente de diferentes segmentos
espinales hacia cualquiera de los dos lobulos. Las células de doble marcaje fueron
localizadas principalmente en los segmentos toréacicos superiores y lumbar superior, casi
exclusivamente en la columna de Clarke y en la parte dorso-lateral de la ldmina VII (la
region de las células periféricas espinales). Es probable que la mayoria de todas las
neuronas espinocerebelares en esas estructuras envien informacion a ambos lI6bulos. Por
lo tanto, los dos l6bulos del cerebelo posiblemente reciben informacion comun de esas
células pero diferente de neuronas espinocerebelares que envian solo a uno u otro

I6bulo.
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Por otro lado, Matsushita (1999) investigo si las proyecciones de las fibras
espinocerebelosas originarias de segmentos medulares lumbares y caudales,
consideradas como origen del TECV, proyectaban a los nlcleos profundos del cerebelo
en la rata. Con el empleo de dextrano amino biotinilado (BDA) descubrié que existe una
mayor distribucion en el nucleo interposito anterior de forma contralateral
principalmente, con una mayor cantidad en la parte ventral de niveles rostrales y escasos
en la parte media de dicho ndcleo. Mientras que en el nucleo fastigiado tal distribucién
se hallo en partes rostromediales limitadas de la subdivision media y caudomedia. Por
otra parte, hubo una pequefia cantidad en el nucleo interposito posterior de su parte
media. Las neuronas de las &reas estudiadas (laminas VII y VIII de los segmentos
lumbosacros) poseen aferencias de musculos del piso pélvico, extremidades y cola. Las
neuronas de estas regiones envian informacion necesaria para el balance y
mantenimiento de la postura, aferencias musculares y cutaneas de extremidades hacia

corteza y nacleos cerebelares asi como el tdlamo.

En el humano se sabe que las fibras del TECD proyectan a los I6bulos 6 y 7 del
hemisferio cerebelar, los l6bulos 2 al 5 del vermis, y al l6bulo 7 del I6bulo posterior a
través de los pedunculos cerebelares inferiores. En las ratas, asi como en humanos, las
fibras del TECD proyectan ampliamente al I6bulo anterior y posterior del cerebelo
ipsilateral a través del pedinculo cerebelar (Muramatsu y cols., 2009).

Los estudios referidos hasta el momento han servido para hacer una descripcién
a nivel anatomico de las conexiones espinocerebelosas. Sin embargo, no existen datos
acerca de la reaccion del cerebelo en un sujeto que sufre una lesion espinal, de tal forma

que cualquier lesion podria dafar estas vias espinocerebelosas.

12.3. Lesion de medula espinal.

La médula espinal es considerada como el puente de comunicacion entre el
cerebro y el resto del cuerpo, ya que transmite informacion motora y sensorial entre
ambos (Maynard y cols., 1997; Merck, 1999). Como se ha mencionado, dicha
informacion es regulada por estructuras supraespinales como el hipotalamo (Pérez y
cols., 2005), el cerebelo (Schoenen y Grant, 2004) y la corteza cerebral (Merck, 1999).
En ella también se llevan a cabo diferentes funciones auténomas y reflejas que
requieren los vertebrados para responder a estimulos inmediatos y urgentes (Schoenen y
Grant, 2004).
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La lesion de médula espinal (LME) es producida por una gran diversidad de
factores, principalmente debido a accidentes automovilisticos, asi como caidas, heridas
por arma de fuego o punzocortantes (Estrada-Moncada y cols., 2007). Anualmente, la
incidencia de lesion espinal en paises industrializados se ubica entre 11.5 y 53.4 por
millon de habitantes (Steinmetz y cols., 2010). Mientras que en nuestro pais existe un
estimado de aproximadamente 18.1 por millén de habitantes de lesiones espinales al
afio, las cuales acontecen en hombres en edad productiva que va de los 16 a los 35 afios
de edad. En Estados Unidos se calcula que cada afio ocurren cerca de 10 mil a 11 mil
nuevos casos de lesion espinal. Existe la posibilidad de que dichos datos estén
subestimados, ya que no existe un registro exacto, pues se calcula que 20 personas por
millén de habitantes mueren antes de llegar al hospital. La mitad de este tipo de lesion
es ocasionada por accidentes vehiculares, el 20% por caidas, un 15% en actos de
violencia y 14% en accidentes deportivos ademas de etiologias patdgenas como tumores
o0 hernias. Asi mismo, los diferentes tipos de lesiones que abarca éste trastorno son muy
amplios. La lesion espinal puede ser de tipo completa o parcial; la primera provoca la
pérdida de toda sensibilidad y movimiento voluntario por debajo de la lesion, mientras
que en la segunda se pueden dafar Unicamente algunas vias ascendentes o descendentes
(Kandel, 2001).

A nivel emocional, un sujeto con lesion espinal presenta una grave depresion
producida por la pérdida del control del cuerpo aunado a problemas sociales,
econdmicos y laborales (Merck, 1999). En Estados Unidos el costo anual para las
personas que sufren este tipo de lesion es de 11 mil millones de délares. Segun datos de
la Universidad de Alabama en ése pais, para el afio 2002 el 82% de los pacientes
pertenecian al sexo masculino con una edad promedio de 31 afios (Estrada-Moncada y
cols., 2007).

Los niveles espinales de mayor vulnerabilidad son las vértebras cervicales
inferiores y la union torécica lumbar por su mayor fragilidad a la movilidad. Segun el
segmento medular donde se encuentre la lesion sera el tipo de sintomatologia que se
presente. De manera general, por encima del segmento T1 se producird ausencia de
movimientos y sensibilidad en las cuatro extremidades (tetraplejia) y por debajo del
mismo supone una pérdida de movilidad asi como de sensibilidad por debajo de la

cintura (paraplejia) (Netter, 2002). Mientras la lesion se encuentre en segmentos
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medulares mas cercana a estructuras supraespinales, mayor sera el riesgo de perder
funciones motrices y autonémicas. En base a las estructuras de las que es responsable
cada segmento espinal serd como se presente la afectacion. Las lesiones a nivel cervical
tienen generalmente como resultado una tetraplejia total o parcial. Dependiendo de la
localizacion exacta de la lesion se pueden preservar algunas funciones del organismo
(NINDS, 2005). En la Tabla 1 se puede observar el area afectada de acuerdo al nivel del

segmento medular dafado.

Nivel Funcién
CI-Cé Flexores de cuello
CI-T1 Extensores de cuello
C3,C4,C5 Soporte del diafragma (principalmente C4)
C5. C6 Movimiento de los hombros, elevacion del brazo (deltoides); flexion del codo (biceps); C6 rotacion externa del
' brazo
C6, C7,C8 Extension de codo y mufieca (triceps y extensores de mufiecas); pronacién de la mufieca
C7,C8,T1 Flexores de mufieca
C8,T1 Soporte a algunos pequefios misculos de la mano
TI-T6 Musculos intercostales y tronco por encima de la cintura
T7-L1 Musculos abdominales
L1, L2 L3, L4 Flexién del muslo
L2, L3, L4 Aduccion del muslo
L4, L5, S1 Abduccién del muslo
L5, S1 S2 Extension de la pierna en la cadera (Glateo mayor)
L2, L3, L4 Extension de la pierna en la rodilla (Cuédriceps)
L4, L5, S1, S2 Flexion de la pierna en la rodilla (ligamento de la corva)
L4, L5, S1 Dorsiflexion del pie (tibialis anterior)
L4, L5, S1 Extension del dedo del pie
L5, S1, S2 Flexion plantar del pie
L5, S1, S2 Flexion de los dedos del pie

Tabla 1. Relacién de funciones perdidas en cada segmento vertebral producidas por una lesién espinal en humano. Kirshblum S, y cols.
(2001)
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Sindromes espinales.

Las lesiones se pueden producir por compresiones, abscesos 0 hematomas tanto
epidurales como subdurales, siringomielia (quiste o cavidad llena de liquido
cefaloraquideo), trastornos vasculares (infarto medular o malformaciones
arteriovenosas), paraparesia espastica hereditaria (debilidad muscular espéstica en los
miembros inferiores con un desarrollo gradual), mielitis transversa aguda (sindrome
donde una inflamacion aguda afecta a la sustancia gris y blanca en uno o mas segmentos
toréacicos cercanos) y traumatismos medulares (Merck, 1999).

Una lesion completa produce una pardlisis flacida con disminucion de la
sensibilidad y de los reflejos abarcando funciones autonémicas por debajo del sitio de
lesion. En la evolucion de la lesion, la paralisis flacida se tornara en espasticidad a las
horas o dias como producto de una exageracion de los reflejos de estiramiento normales
(pérdida de inhibicion). En caso de no haber sido afectada la medula lumbar, habra una
recuperacion de los reflejos tendinosos y autonémicos. Mientras que una lesion
incompleta generara deficiencias sensitivas y motoras. Dentro de las deficiencias
sensitivas, si se afectan las columnas posteriores el sentido de la posicién, la vibracion y
el tacto fino se verd comprometido (Tator, 1998). Si los tractos espinotaldmicos son
dafiados habra una deficiencia en la sensibilidad térmica. La hemiseccion o sindrome de
Brown-Sequard, por su parte, produce espasticidad y deterioro sensitivo con respecto a
la posicién ipsilateralmente por debajo de la lesidn y alteracion térmica contralateral
(Merck, 1999). Mientras que el sindrome de los cordones posteriores produce pérdida
bilateral de sensibilidad vibratoria posicional, propioceptiva por debajo de la lesion,
discriminacion entre dos puntos, tacto y percepcion de peso. También existe afectacion
en los umbrales sensitivos y movimientos de manipulacion de presion de dedos. Cabe
mencionar que el efecto ipsilateral es producido por una lesion en la médula y el efecto
contralateral si es a nivel del tronco encefalico o el tdlamo (Steinmetz y cols. 2010).
Tator (1998) observd que las lesiones incompletas mejoraban mas que las completas,
esto es, presentaban una mayor y mas extensa recuperacion.

La contusion en la medula espinal, un tipo de lesion incompleta, afecta las
funciones neurologicas brevemente y de forma mas prolongada si se trata de una
compresion, mientras que serd permanentemente en una seccion completa. En ella
aparece inmediatamente un edema medular y se incrementa la presion intradural, lo cual

generara una disfuncion severa durante algunos dias. Posterior a ello, habra una mejoria
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con una incapacidad residual Una lesion en la cola de caballo produce deficiencia
motora y sensitiva parcial. En caso de destruirse los arcos reflejos de funciones como la
miccion, funcidn intestinal, eréctil en vardn y respuesta sexual en mujer es dificil su
recuperacion acabando en impotencia permanente y perdida del control de esfinter a
nivel vesical o rectal. Las vias nerviosas dafiadas completa o severamente durante una
lesion espinal no pueden regenerarse naturalmente, Unicamente en casos de contusion o
seccion completa. Dicha recuperacion se presenta a la primera semana posterior al dafio
como un indicador de una recuperacion favorable pero si se mantiene mas de seis meses
la probabilidad es que sea permanente (Merck, 1999).

El cuadripléjico con lesion de C4 posee un buen uso de los musculos
esternocleidomastoideo, paraespinal cervical superior y trapecio. Como consecuencia de
la lesion esta incapacitado para realizar una funcion voluntaria en brazos, tronco y
extremidades inferiores. En cambio, el lesionado con buen funcionamiento en el nivel
C5, esta posibilitado para emplear los muasculos deltoides y biceps. Lesionados en los
niveles C4-C5 requieren ayuda para su incorporacion. En el dafio a C6 tiene inervacion
completa de la musculatura del hombro, flexion del codo y extension radial de la
mufieca. En C7 se pueden utilizar los triceps y de los flexores intrinsecos de los dedos.
A nivel torécico se conserva un funcionamiento normal de las extremidades superiores
con una gran estabilizacion del térax pero sin un equilibrio completo del tronco. Por
ejemplo, en nivel T12 se tiene buen control abdominal y de la espalda. A nivel lumbar,
los flexores de la cadera y los extensores de la rodilla en bipedos estan inervados,
pudiendo ponerse de pie y caminar sin un apoyo externo. La marcha sera inestable por
la debilidad del gluteo y la poca fuerza del tobillo. Los efectos de una lesién en la region
lumbar o sacra de la médula espinal son la disminucion del control de las piernas y de la

cadera, asi como del sistema urinario y el ano (NINDS, 2005).
El dafio primario y el dafio secundario en la lesion de médula espinal.

Se sabe actualmente que la lesion espinal produce dos tipos de dafios: el dafio
primario que se refiere a la pérdida de sensibilidad y motricidad inmediata por debajo
del sitio de lesion, y el dafio secundario que se refiere a una serie de procesos relativos a
la restriccion del flujo sanguineo, excitotoxicidad, inflamacion, liberacion de radicales
libres, apoptosis, y aumento del tamafio del area afectada por la lesion de la médula

espinal (Nieto-Sampedro y cols., 2002) por la invasion de células del sistema inmune
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como neutrofilos, celulas T, macréfagos y monocitos (NINDS, 2005). Dentro de este
dafio secundario, la lesion de la médula espinal induce respuestas bioquimicas tardias
que afectan la pérdida neuronal y por consecuencia su restauracion espinal. La
modulacion de los procesos restaurativos incluye factores involucrados en la facilitacion
o0 inhibicién de la regeneracion de neuritas, los cuales estan regulados frecuentemente
en varios genes y por proteinas después de la lesion (Wu y cols., 2005). Asi, se sabe que
después de una lesion de médula espinal hay numerosos cambios en la expresion de
genes que parecen contribuir a cualquier neurodegeneracion (Mufioz-Quiles, 2007) o a

procesos restaurativos (Ruggiero y cols., 1997).

El dafio primario es producido por el traumatismo directo. Los desplazamientos
6seos y/o ligamentos dentro del canal medular generan un dafio comprensivo
provocando edema y hemorragias; elongacion y/o corte de elementos neurales y
vasculares, generando tension dentro de los tractos axonales y constriccion de vasos
sanguineos intramedulares. Cuando se produce una compresién medular dos factores
juegan un papel preponderante: la duracién y la magnitud de la fuerza, siendo la primera
la de mayor preponderancia. Este trauma mecanico inmediato al trauma original se
expresa COmo un proceso pasivo consistente en una disrupcién axonal y ruptura de
membranas celulares con liberacién de electrolitos celulares, metabolitos y lisosomas de
los tejidos dafiados. A los pocos minutos microhemorragias por ruptura de las vénulas
postcapilares o de las arteriolas sulcales provocan edema y aumento de la presion
intersticial (hipoxia perilesional). Si el dafio no es severo, este sangrado cesara en pocos
minutos, a partir de lo cual, comenzard la accion de los macréfagos conforméandose la
cicatriz glial (Rodriguez, 2004). Existe evidencia experimental donde la rapida
resucitacion hemodinamica favorece la recuperacion neurologica, limitando los eventos
en cascada antes mencionados. A su vez, la severidad del dafio secundario esta
influenciada por el edema o inflamacion (con liberacion de electrélitos K* a nivel
extracelular y Na*, CI", Ca* a nivel intracelular), la isquemia o dafio a nivel celular
producido por la privacién del riego sanguineo seguida de una fase de hiperemia por
una reduccion del pH perivascular ocasionada por la acumulacion de metabolitos &cidos
tales como el lactato, liberacion de radicales libres superoxidos, acumulacién a los 15
minutos de neurotransmisores excitatorios como el glutamato (lo que facilita el influjo
de Ca* a la célula), lo cual produce una hiperexcitacién a las células vecinas
(Rodriguez, 2004).
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Existen marcadores para la reaccion de los radicales libres de oxigeno tras la
lesion como son el aumento en los productos de oxidacion de acidos grasos asi como un
descenso de antioxidantes y productos de la oxidacion del colesterol. La peroxidacion
de lipidos comienza casi de inmediato tras una LME. Esto puede explicar el periodo
critico en la efectividad de los corticoesteroides en un tiempo menor a 8 horas posterior
a la lesion espinal. Asi como del aumento de NMDA proporcional a la severidad de la
lesion y la paralisis producida, posiblemente debido al glutamato.

También existe una mayor liberacion de factores de crecimiento alterando la
regeneracion y respuestas inmunolégicas benéficas y no benéficas después de la lesion.
Al respecto de este Ultimo, se estudia el papel de las moléculas inflamatorias en el
desarrollo del dolor, control y prevencion con interleucinas, que regulan la activacion,
diferenciacion o proliferacion de anticuerpos para las células del sistema inmune
(Rodriguez, 2004). La zona lesionada también es infiltrada por neutréfilos que pueden
fagocitar restos tisulares, asi como colaborar en la homeostasis. Los neutrofilos se
acumulan en mayor medida a las 3 horas hasta los 3 dias. Estos leucocitos producen
proteasas y especies reactivas de oxigeno, lo cual puede estar estrechamente implicado
en el dafno secundario (Steinmetz y cols. 2010). Con respecto a la excitotoxicidad, los
receptores NMDA, AMPA y kainato son activados por glutamato. Durante la hipoxia
existe un aumento en la toxicidad por glutamato. Este neurotransmisor aumenta el Na*
intracelular provocando edema y acidosis intracelular, asi como un aumento de Ca*? que
activa proteasas Yy lipasas dependientes de él como las calpainas, las fosfolipasas A2, la
lipooxigenasa y la ciclooxigenasa (Steinmetz y cols. 2010).

La atraccion de macréfagos, asi como de monocitos aunados a la activacion de
la microglia local aumenta a los 7 dias y su periodo de estabilidad ocurre de las 2 a 4
semanas después de la lesion. En estos fendbmenos son segregadas sustancias citotoxicas
como el factor de necrosis tumoral alfa (FNT- o) y la interleucina-1 (IL-1). Ambas
participan en la fagocitosis de restos necréticos y pueden estimular la atraccién de
linfocitos (células inflamatorias) que provocan la expresion de ciclooxigenasa, la que
descompone el &cido araquidonico en prostaglandinas para favorecer la lesion tisular y
promocion en el aumento de la permeabilidad vascular, ademas de agregacion

plaquetaria y trombosis (Steinmetz y cols. 2010).
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Ambos eventos, el dafio primario y el dafio secundario, tienen una misma
consecuencia final: la muerte neuronal. La lesién primaria es inmediata e irreversible, y
la lesion secundaria es la subsecuente activacion de cascadas de muerte celular,
mediando la recuperacion del tejido dafiado, pérdida y atrofia neuronal y la muerte
celular retrégrada (Xu y cols., 2006). También los axones dafiados se vuelven
disfuncionales debido a que perdieron su mielina o quedaron desconectados de
estructuras supraespinales. Inmediatamente las células gliales se agrupan para formar
cicatriz, lo cual crea una barrera para cualquier axon que podria potencialmente

regenerarse y reconectarse.

En otro estudio se utilizé el NADPH-d como un marcador de células productoras
de oxido nitrico posterior a una semana de la lesion espinal en la rata. En el mismo se
realizd una inmunohistoquimica para la proteina Fos con la intencion de identificar los
patrones basales de activacion en ese tiempo. El uso del gen c-fos como un marcador
funcional de neuronas activas en el sistema nervioso central se expresa en condiciones
basales (tanto su mMRNA como sus niveles de proteina) y su expresion puede ser alterada
en respuesta a diversas sefiales extracelulares como factores de crecimiento,
despolarizaciones, iones (incremento de Ca”* y elevacion intracelular de Ca®"),
neurotransmisores o factores de crecimiento como respuesta a cambios fisiologicos
derivados del ciclo circadiano, conductas de apareamiento o lactancia, factores
ambientales, respuestas olfativas, aplicacion de farmacos o diversos estimulos
estresantes (Kovécs, 2008). Se examinaron segmentos espinales adyacentes al sitio de la
lesion asi como distantes. Los datos de este estudio mostraron una reduccién
significativa de marcaje a NADPH-d en el asta dorsal superficial de los animales con
lesion, y un incremento significativo en la expresion del mismo en neuronas bipolares
pequefias y motoneuronas largadas del asta ventral en el sitio de lesion Unicamente
(Allbutt y cols., 2007). En los niveles de expresion de Fos se observaron reducciones
significativas en todas las laminas espinales de los segmentos lesionados y distantes de
las ratas. La Unica excepcion fue un incremento dramatico en el nicleo parasimpatico
sacro. Por lo cual se concluye que un incremento en la expresion de NADPH-d esta
relacionado a las condiciones del sitio de lesion, mientras que los cambios en la
expresion de Fos probablemente a cambios mas globales de actividad neuronal posterior

a la lesion espinal.
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Por su parte, Liu y cols. (2002) investigaron de manera mas especifica la
expresion de los genes para tres isoenzimas que sintetizan el oxido nitrico en el tejido de
medula espinal a 2, 6, 12, 24 y 48 horas posterior a una lesion por compresion.
Particularmente, ellos analizaron la expresion de los genes para nNOS y iNOS, los
cuales se detectaron regulados a la alta posterior a la lesion, alcanzando un pico maximo
a las 6 horas. Por su parte, la expresion del gen de iNOS fue observada sélo en los
grupos de lesion y regulados a la alta gradualmente después de la misma, alcanzando su
grado maximo a las 24 horas. A este nivel, la lesion de médula espinal inicia una
regulacion a la alta temprana de nNOS vy tardia de iNOS. Dichos resultados nos dan la
pauta de que las diferentes isoenzimas NOS deben jugar papeles diferentes en la lesion

espinal secundaria.

Ademéas de los procesos antes mencionados, pueden activarse las vias
fosfolipasa A2 y lipasa diaglicerol/C que producen cambios en la composicion de los
fosfolipidos que influirén en la integridad de la membrana, es decir, de su permeabilidad
y de su fluidez. Esto puede causar disfuncion celular, acumulacion de electrolitos y o

muerte celular (Steinmetz y cols. 2010).

Se ha reportado, que la necrosis y la apoptosis son dos procesos de muerte
celular posterior a un traumatismo medular; ambos con diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos. El primero es un fendmeno pasivo sin consumo de energia que causa
muerte celular de forma pasiva y fuera del control celular. Existe un aumento del
tamafio celular que produce disrupcién de la membrana celular y lisis generando una
respuesta inflamatoria que aumenta la compresion mecanica dentro del estuche éseo asi
como digestion celular y la liberacion del contenido citoplasmatico como enzimas
destructivas, flujo de iones y alteraciones en las membranas de las células vecinas.
Varios eventos después de un trauma espinal llevan a la desintegracion de la membrana
celular (peroxidacién lipidica de la membrana celular). Algunos de esos eventos son la
entrada de calcio intracelular, aumento de radicales libres, aumento de &cido
araquidénico y su metabolismo produce radicales libres que acaban con proteinas,

lipidos y &cidos nucleicos (Rodriguez, 2004).

Por otra parte, la apoptosis sucede en forma activa sin compromiso de la
membrana celular y por tanto, sin una respuesta inflamatoria o liberacion de toxicos que

dafie estructuras vecinas, pero si condicionado por un medio desfavorable. Es altamente
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regulada a nivel genético con una participacion activa de la célula en su inicio y
progresion, pudiendo afectar tanto neuronas como glia. El pico vinculado a la apoptosis
es entre las 4 y las 8 horas al igual que la cascada secundaria (Rodriguez, 2004). Parece
ser que puede ser inducida por factores exdgenos como el glutamico, iones de calcio o
radicales libres, factores proteicos como el Fas ligando e incluso por sustancias
excretadas por algunas células como las citoquinas o el 6xido nitrico (Zurita y cols.,
2002).

La técnica de TUNEL se usa para detectar células apoptoticas, sin embargo, esta
técnica no es capaz de discriminar entre las células apoptoticas y las células necroticas.
La CD95 es una glicoproteina de membrana de 48 kD ubicada en la superfamilia de
receptores del factor de crecimiento nervioso y del factor de necrosis tumoral (GNF y
TNF, por sus siglas en inglés respectivamente). Esta glicoproteina se considera un
mediador importante en la induccion de apoptosis. En el estudio realizado por Zurita y
cols. (2002) se observé que tras una hora de la lesion espinal las células con marcaje
positivo a CD95 fueron de naturaleza neuronal. A las ocho horas la apoptosis se
extendio entre la sustancia gris y la sustancia blanca y para las 72 horas se localizo
fundamentalmente en la sustancia blanca. Después de una semana pocas células
expresaron CD95 y a las cuatro semanas este antigeno ya no fue detectado. El pico
méaximo de expresion se encontré a las ocho horas de la LME. En comparacion con
otros estudios, se puede concluir que la intensidad de la lesion es un factor que influye
de forma significativa en el desarrollo y extensién de la apoptosis. Otros autores
reportan también que en segmentos adyacentes a la lesion se observo apoptosis en

células oligodendrogliales entre las cuatro y las nueve horas después del trauma.

Katoh y cols. (1996) utilizando técnicas como la fragmentacion de ADN,
observaron la positividad a CD95 en etapas méas tempranas, debido posiblemente a que
la proteina CD95 se expresa en el tejido dafiado antes de que tenga lugar la
fragmentacion nuclear. En base a los resultados obtenidos en este estudio parece
evidente que un bloqueo de CD95 mediante anticuerpos anti-CD95 podria inhibir la
apoptosis inducida por diversos mecanismos, medidas que deberian aplicarse dentro de
las primeras ocho horas tras la lesion espinal. También es posible que las caspasas,
familia de la cisteina, tengan implicaciones en este proceso. La caspasa-3 puede

iniciarse de modo inmediato en la zona de lesion, principalmente en los
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oligodendrocitos de forma diferida en sitios cercanos o distales. Los posibles
mecanismos pueden ser tanto cambios en el ambiente celular, como degeneracion
walleriana, una mayor activaciéon microglial o una respuesta a la activacion de

receptores.

En un estudio realizado por Ruggiero y cols. (1997), cuyo objetivo fue
identificar qué poblaciones de neuronas en el sistema nervioso central y periférico
respondian a una lesion espinal severa. Por medio del andlisis de la expresion del gen c-
fos y teniendo como antecedentes que la actividad simpatica es regulada a nivel espinal
en ausencia de una direccién supraespinal, aunado a que la conservacion de la misma
actividad depende en parte de la integridad de las aferencias de la raiz dorsal. En dicho
estudio se analizaron los segmentos espinales C1-C5, C7-T4, T6-T10, T12-S1 y los
GRD de C3, C5, T1, T6, L2 y L4. Las laminas I, I, 11, IV, V y VI de la sustancia gris
que transmiten signos sensoriales o estimulos nocivos y que son activadas al caminar no
mostraron inmunoreactividad a Fos. Al respecto, los autores sugieren la posibilidad de
que la inmunohistoquimica carezca de sensibilidad para detectar c-fos (el cual es un
marcador de activacion neural) en algunos grupos celulares en el sitio de lesién espinal.
Las neuronas que expresaron Fos ocuparon ldminas que reciben aferencias somaticas y
viscerales, las cuales son responsables de transmitir respuestas a estimulos nocivos con
presencia de interneuronas simpaticas. Por tanto, es concebible que las células que
responden a una lesion espinal aguda, puedan someterse a modificaciones extensas en
estructura y funcién. Esas alteraciones deben ser responsables del sindrome de
hiperreflexia autondmica. Por otra parte, los GRD no expresaron inmunoreactividad a
Fos en animales controles ni experimentales, quizas al no ser sensibles sus neuronas a
un gen de activacién temprana. Los patrones de marcaje en la médula espinal debieron
ser resultado de la desinhibicidn, consecuencia de la interrupcion en vias descendentes
originadas en el tallo cerebral descendente y medula espinal cervical superior. El
desencadenamiento simpatico incrementd el nivel vascular posterior a la lesién espinal,
sin embargo no existe documentacion anatomica de este fendmeno. Los resultados del
trabajo, junto con la evidencia fisioldgica indican que el desencadenamiento simpatico
vascular es restaurado rapidamente o, quizas mantenido en la rata a nivel espinal como
una respuesta inmediata a una lesién espinal grave. Dado que los anestésicos deprimen
las neuronas espinales pero no los receptores sensores periféricos, la respuesta a la

lesion medular en el estado de recuperacion debe ser mayor que el observado
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experimentalmente. Finalmente en este trabajo se postula que el estimulo periférico,
procesado por los circuitos reflejos simpaticos espinales, puede regular la salida

autonomica en la ausencia de control supraespinal.

Por otro lado y en relacion a los tratamientos o terapias para la lesion de médula
espinal, no existe ninguno completamente eficaz que pueda contrarrestar los efectos
adversos generados por un tipo de dafio espinal. Sin embargo, un tratamiento
farmacoldgico aplicado a nivel clinico y que ha brindado resultados medianos para los
traumatismos medulares es la metilprednisolona, un corticoide (30 mg/kg i.v. en 1 hora
seguido de 5,4 mg/kg/h durante las siguientes 23 h). Tal medicamento ha mostrado
tener ciertas ventajas en las primeras 8 h posterior al dafio medular (Bracken Yy cols.
1990; Merck, 1999) y un mejoramiento referente a procesos apoptoticos a las 24 h en
las células oligodendrogliales (Vaquero, Zurita y Oya, 2004). Una de las posibles
razones por la cual ningun tratamiento ha logrado al dia de hoy el objetivo de rehabilitar
significativamente a las personas que han sufrido una lesion espinal severa es el
abordaje que se le ha dado al estudio de éste padecimiento. La mayoria de los estudios
se centran en los fendmenos patoldgicos dentro y cerca del sitio de lesion. Pero es
importante recordar que como ya se ha mencionado, la médula espinal se encuentra
comunicada con diversos nucleos y areas del sistema nervioso ubicadas fuera de la
médula espinal y que cumplen diversas funciones autonémicas y motoras, los cuales

han mostrado repercusiones frente a un dafio medular.

Estudios realizados en areas distales después de un traumatismo medular

espinal.

Se han realizado estudios para analizar los efectos de la lesion espinal en
neuronas localizadas en sitios distales como son aquellos hechos en la region
lumbosacra donde se encuentran motoneuronas espinales que inervan al musculo
Pubococcigeo y que participan en procesos reproductivos y autonémicos (Manzo y
cols., 1997; 1999; 2000). Asi, en un estudio realizado con ratas macho de 2, 4 y 6
semanas de evolucién posterior a una seccion completa de la médula espinal a nivel T8
(Pérez y cols., 2005) se ha analizado el efecto producido por la espinalizacion sobre la
morfologia de motoneuronas que inervan al musculo pubococcigeo (Pc). En este

estudio, se observo que los parametros morfométricos fueron disminuidos en el grupo
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de ratas con la lesion espinal y que el principal pardmetro morfométrico afectado se
observo en las dendritas. Tales efectos observados por la lesion espinal fueron
representados por alteraciones en la distribucion intracelular de peroxidasa de rabano.
Esta interpretacion de resultados permitié determinar que la lesion de la medula espinal
parece estar ejerciendo efecto en el circuito endocrino del sistema nervioso central por
las vias ascendentes, entre las que se incluyen a las neuronas del ndcleo paraventricular
del hipotadlamo (NPV) que envian sustancias como la oxitocina, la cual promueve el
transporte neuronal hacia las regiones en donde se encuentran las motoneuronas que

inervan al Pc (Tabla 2).
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Fig 4. Gréfica donde se muestran tres caracteristicas morfométricas (tamafio del soma, longitud de las
dendritas primarias y area de arborizacion dendritica) de las motoneuronas del Musculo Pubococcigeo
de ratas: Intacto (INT), Castrado de 2 semanas (CX2), con 2 (SCL2), 4(SCL4) y 6 (SCL6) semanas de
lesion espinal. b. Grafica donde se muestran tres caracteristicas morfométricas (tamafio del soma,
longitud de las dendritas primarias y area de arborizacion dendritica) de las motoneuronas del Musculo
Pubococcigeo de ratas intactas (INT), LME-Salina (SCL-Ctrl) y LME-Oxitocina (SCL-OT) (Pérez y
cols., 2005)
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Por otra parte, utilizando inmunohistoquimica para Fos para analizar activacion
neural ante un estimulo nocivo, en este caso, la lesion espinal. La proteina Fos
representa el producto inmediato cercano al gen. El cual es expresado rapidamente en
las neuronas siguiendo varias estimulaciones nocivas. Por tanto, esta herramienta es
usada como un indicador de la actividad neuronal a la respuesta neuronal de la LME.
Del-Bel y cols. (2000) decidieron analizar cuales eran los efectos distales de una LME
en nucleos del tallo cerebral de control autonémico. Para ello realizaron una contusion
en el segmento T10-L1 a diferentes tiempos (9 h y 12 h). También analizaron la funcién
sensomotora de acuerdo a la escala propuesta por Tarlov y modificada por Bohlman.
Las &reas establecidas para analizar bilateralmente en el sitio de lesion fueron las
laminas I, Il y V de la sustancia gris. Mientras que los nucleos del tallo cerebral
analizados fueron la formacién reticular, el nudcleo del tracto solitario y el area
postrema. Después de la lesion espinal todos los animales mostraron paraplejia total o
parcial. Extrafiamente en este experimento no se detecto expresién a la proteina Fos en
el grupo control y solamente se observé inmunoreactividad a Fos en una cantidad
reducida del grupo sham. Mientras que en los animales lesionados los segmentos
toracicos mostraron el mismo patrén con la misma intensidad; en el sitio de la LME se
observo Fos alrededor del epéndimo, en las laminas 1, 11 y X del asta dorsal y en las
laminas V, VI, VII, VI y IX/nGcleo accesorio del asta ventral (Tabla 3). Asi mismo, se
observd Fos en los centros de tallo cerebral relacionados con el control auténomo, tales
como el area reticular ventromedial de la medula oblonga, el area postrema y el ndcleo
del tracto solitario. En este estudio se pudo observar que el efecto de la anestesia
utilizada (uretano) no afectd la expresion de Fos y que el estrés quirdrgico no fue
significativo para los resultados de la investigacion. En general, los animales que
sufrieron la contusion espinal presentaron inmunoreactividad a Fos en areas que regulan
el sistema nervioso autonomo como la formacion reticular, area postrema y ndcleos del
tracto solitario. Las células de la columna intermediolateral representan fibras
preganglionares simpéticas que emergen de las raices ventrales para proyectar a
ganglios simpaticos. De tal manera que la respuesta aumentada a la estimulacion
sensorial por debajo de la lesion podria resultar en un aumento del tono muscular y
movimientos aberrantes, elevacion de la presion arterial junto con dolor de cabeza,
crisis convulsivas y accidentes cerebrovasculares. Todo esto por ausencia de inhibicion.
Por lo que la patofisiologia de la médula espinal no s6lo involucra cambios en médula

espinal sino también en areas supraespinales, pues tanto la actividad neural del tallo
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cerebral como de areas autondmicas simpaticas de la médula espinal son activadas por
la contusion espinal. Como se ha mencionado anteriormente, las lesiones traumaticas o
isquémicas del sistema nervioso central producen reacciones bioquimicas, algunas
relacionadas con procesos degenerativos y otras con propiedades neuroprotectoras. La
proteina Fos expresada podria ser sintetizada en respuesta a la lesion y podria participar
en la respuesta neuronal secundaria al dafio, aunque no es posible distinguir si es en

relacion a procesos degenerativos y/o protectivos.

Spinal cord Brain stem|
Laminae |-l Lamina X Nucleus of the Solitary Area
reticular formation  tract nucleus postrema
Laminectomy group 0.0 + 0.0 6.0 £ 6.0 440 £ 90 47.3 £ 5.2 61.0 + 29.0

Contusion group 31T +1.2% 15.0 + 3.2 70:7 = 15.9* 730 + 56T 226.0 + 16.5"

Fig 5. Efecto de la contusion espinal en el nimero de células inmunoreactivas a la proteina
Fos en el sitio de lesion y estructuras del tallo cerebral (Del-Bel, 2000).

Otro estudio realizado por Xu y Col. (2006), donde estos investigadores
compararon la expresion de la proteina Fos en el Ndcleo Paraventricular (NPV) vy el
nacleo supradptico (NSO) en ratas después de una lesién de médula espinal. Los
resultados del presente estudio sugieren que las celular del eje hipotalamo-pituitaria-
adrenal son activadas por la LME, por lo cual dicho eje esta directamente relacionado
con los cambios patofisioldgicos y la cascada de reacciones dentro del dafio secundario
(Tabla 4).
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Fig 6. Grafica donde se muestra el No. de células positivas a Fos en el

c-fos positive cells in the PVN

Nucleo Supraoptico (NSO) a 1, 6, 12 y 14 horas posterior a una lesion espinal.
b. Grafica donde se muestra el No. de células positivas a Fo0s en el Nlcleo
Paraventricular (PVN) a 1, 6, 12 y 14 horas posterior una lesién espinal. (Xu
y cols., 2006)

La relevancia de estos resultados se basa en que dicho dafio provoca aun
mayores perjuicios a la médula espinal y sus diversas conexiones distales que los
generados directamente por la lesion de médula espinal. Una estructura que comparte
vias de comunicacién importantes con respecto a la coordinaciobn motora y el
aprendizaje es el cerebelo, el cual no ha sido estudiado en su relacién con un dafio

espinal.
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3. JUSTIFICACION.

Estudios recientes demuestran que la LME ocasiona cambios a distintos niveles;
tanto estructurales, celulares, moleculares o expresion de genes en sitios distales al

dafio.

Con ello se empieza a considerar la participacion de diversas estructuras
supraespinales que poseen funciones relacionadas a procesos autonémicos y motrices,
dentro de las cuales podemos mencionar a los nucleos supradptico y paraventricular del
hipotdlamo asi como el area postrema y el nlcleo del tracto solitario, éstos ultimos
ubicados en el tallo cerebral.

Estos descubrimientos permiten suponer la participacion de nuevas estructuras
del sistema nervioso durante el desarrollo de los procesos patofisioldgicos propios a una

LME, las cuales hasta el momento no han sido tomadas en cuenta.

Al respecto, no se han estudiado las posibles repercusiones del cerebelo después
de la LME, siendo que éste es considerado como una estructura con un papel primordial
dentro de la motricidad, al ser el area responsable de la coordinacion y del aprendizaje
motriz; condiciones que se ven comprometidas severamente al presentarse una lesion

espinal.

A la fecha no existen estudios acerca de la reaccion del cerebelo al producirse
una lesién espinal por contusion, ni de su posible respuesta ante los procesos
bioguimicos que ocurren dentro del dafio primario, que ocurre en las primeras horas de

lesion y procesos del dafio secundario que ocurren después de 24 horas.
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4, HIPOTESIS

1) “La expresion de Fos aumenta en la corteza del vermis y el nucleo

fastigiado del cerebelo de ratas macho 6 horas después de la lesion espinal”.

2) “La expresion de Fos aumenta en la corteza del vermis y el nucleo

fastigiado del cerebelo de ratas macho 24 horas después de la lesion espinal”.
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S. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General.

Identificar cambios en la expresion de la proteina Fos en la corteza del vermis

del cerebelo y del nucleo fastigiado a 6 h 'y 24 h posterior a una lesion espinal.

5.2. Objetivos Particulares.

1. Realizar un conteo de las células inmunoreactivas a Fos en la capa

granular en el vermis del cerebelo a 6 h y 24 h después de una lesion espinal moderada.

2. Realizar un conteo de las células inmunoreactivas a Fos en la capa de

Purkinje en el vermis del cerebelo a 6 h y 24 h después de una lesion espinal moderada.

3. Realizar un conteo de las células inmunoreactivas a Fos en el nicleo

fastigiado a 6 h y 24 h después de una lesidn espinal moderada.
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6.

METODOLOGIA

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar con un peso de 250-350 g

alojadas en jaulas de acrilico colectivas (50x30x20cm), previamente acondicionadas con

una capa de aserrin (cuatro ratas por jaula). Las jaulas permanecieron en un bioterio a

temperatura ambiente, con un ciclo de luz-oscuridad invertido de 12:00h (encendido de

la luz 20:00hr). Se les proveia agua para beber purificada (Ciel México) y alimento

(Nutricubos para roedores, Purina de México) ad libitum. Todos los animales fueron
tratados siguiendo la norma de cuidado de la NOM-062-Z00-1999 (NOM, 1999).

Disefio Experimental: animales (n=6 por grupo tratamiento)

RATAS MACHO WISTAR

INTACTOS SHAM LESION
(CONTROL) (CIRUGIA ESPINAL 6 hr
6hr FALSA) 6hr
[ [
LAMINECTOMIA CIRUGIA

INTACTOS SHAM LESION
(CONTROL) (CIRUGIA ESPINAL 24hr
24 hr FALSA) 24 hr
[ [
LAMINECTOMIA CIRUGIA

PERFUSION

INMUNOHISTOQUIMICA
PARA FOS EN VERMIS DEL
CEREBELLO

EXTRACCION DE VERMIS
CEREBELAR Y CORTES (40 pm)

CAPTURA DE

MICROFOTOGRAFIAS Y

ANALISIS NEURONAL

-ANALISIS ESTADISTICO
MODELO LINEAL

GENERALIZADO Y LA
PRUEBA POST-HOC DE
CONTRASTES MULTIPLES
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Lesion espinal por contusion

Las ratas anestesiadas previamente con pentobarbital (30 mg/kg) i.p. fueron
colocadas en una unidad espinal para roedores, en la posicion decubito ventral. Se les
realizé un corte longitudinal de la piel a nivel de la caja toracica, seguida de la
separacion de los musculos paravertebrales y de la apofisis espinosa. Posteriormente se
les separd el periostio de la lamina vertebral y se cortd la lamina vertebral para exponer
la médula espinal en las vértebras T7-T8, correspondiente al segmento medular T8. La
cirugia se realizd con el apoyo de un microscopio de diseccion (Leica GZ6) para
verificar que la lesion de la médula estuviera bien realizada. La laminectomia consistio
en exponer la vértebra y visualizar el segmento de médula a lesionar, teniendo cuidado
de no dafiar materia blanca ni meninges. Posteriormente se le dejé caer un cilindro de
acero inoxidable de 10 g a través de un tubo guia desde una altura de 15 cm para
provocar una contusion severa. Después de 1 m se le retiré el mismo y se confirmo el
sitio del impacto a través de la presencia de un hematoma central al nivel de la zona de
contusion. Se procedié a suturar. Al animal se le administré benzilpenicilina (10
unidades) por via intramuscular, asi como biodipirona (8 unidades). Una vez que el
animal se hubo recuperado de la anestesia, se mantuvo en una jaula individual. Después
de la cirugia, a la rata se le realiz6 la evacuacién manual de la orina pues presentaba
vegija neurogénica. También se les realizd la prueba de la escala de Tarlov para

constatar que la cirugia de la lesion espinal estuviera bien realizada.

Perfusidn transcardiaca.

A la rata se le inyect6 una sobredosis de pentobarbital soédico (30 mg/kg) i.p.
Posteriormente se le colocd en una caja con tapa en rejilla (colector de sangre y
soluciones) decubito dorsal, se corto la piel a nivel del estomago, el diafragma, las
costillas a 1 cm aproximadamente del esternon en ambos lados y finalmente el
pericardio, dejando al descubierto el corazon (activo). Se realizd una pequefia incision
en la cavidad ventricular izquierda, donde se le colocé la aguja de perfusion, conectada
a la venoclisis, la cual quedd pinzada para poder introducir las sustancias y evitar la
fuga de las mismas. Inmediatamente se le realizd una incision en la auricula derecha

para la salida de sangre y sustancias. Primero se le administrara 500 ml de solucion
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salina (0.9%) a temperatura ambiente. Al término de ésta, se le pasaron 800 ml de
solucion fijadora compuesta de Paraformaldehido (4%), disuelta en un amortiguador de
fosfato a 0.2 M (PB 0.2M con un pH=7.4) a temperatura ambiente. Terminada la
perfusion, se decapitd al animal, se extrajo el cerebelo y se depositd en 50 ml de
solucion amortiguadora de fosfato a 0.1 M (PB 0.1M), mas sacarosa (10%) durante 12
h, luego al 20% durante 12 h y finalmente al 30% durante 24 h o hasta su hundimiento
en estas soluciones a 4°C. En el criostato (Leyka), se realizaron los cortes sagitales a 40
pum en la region del vermis a una temperatura de -24°C para proteger el tejido. Los
cortes fueron separados en lado izquierdo y derecho y colectados en tinas para lavados

con rejillas en solucion de PB 0.1M.

Inmunohistoquimica para la proteina Fos.

La técnica inmunohistoquimica realizada para Fos ha sido estandarizada
previamente en el laboratorio de Neurobiologia. Este procedimiento se realizd en libre
flotacion (en tinas para lavados con rejillas) de acuerdo a la metodologia. Los cortes del
cerebelo fueron lavados tres veces por espacio de 5 m en solucion PB 0.1M y un dltimo
lavado en solucion PB 0.1M mas Triton al 0.1% (PB 0.1%) por espacio de 10 min, al
término de cada procedimiento (incubacion). Después se realizé la eliminacion de la
peroxidasa enddgena en 10 ml PB0.1M mas 180 ul de perdxido de hidrégeno al 30%
por espacio de 10 m en agitaciébn constante a temperatura ambiente. ElI primer
anticuerpo para Fos (Santa Cruz) se agregd a una dilucién de 1:2500, en solucion PBT
0.3% mas suero normal de cabra (NGS) a una dilucién de 35:1000 incubandose por 72
h a 4°C. Mientras que el segundo Ac contra conejo (Ac puente o secundario) se afiadid
con PBT 0.3% a una dilucion de 4:1000, incubandose por 90 m en agitacidn constante a
temperatura ambiente. Posterior a ello, con 30 m de anticipacion se prepard el complejo
abidina-biotina (Kit A B) en PB 0.1M a una dilucién de 5:1000. Posteriormente se puso
a incubar por 90 m en agitacion constante a temperatura ambiente. Finalmente, el
revelado se realiz6 al afiadir a 15 ml de PB0.1M, 500 ul de diamino-benzidina (DAB) a
una concentraciéon de 1gr/100 ml, méas 250 ul de cobalto a una concentracion de 0.05
mg/ 5 ml de agua destilada (tono rojo), mas 200 pl de niquel a una concentraciéon de
0.05 mg/ 5 ml de agua destilada (tono azul). Inmediatamente se filtré y se agrego 3
gotas de peroxido de hidrogeno (al 30%) en agua destilada a una dilucién de 35:1000.
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Al colocar los tejidos en la solucion, se observo una reaccion que tomé un color tabaco
7 m, inmediatamente se par0 la reaccion, y se realizaron ocho lavados, cada uno por
cinco minutos en PB 0.1M. Posteriormente se montaron los cortes en los portaobjetos

gelatinizados y se dejaron secar en la cAmara fria por 12 h.

Deshidratacion del tejido

Una vez secos los cortes en los portaobjetos, se hicieron dos lavados con agua
destilada (1 m en cada uno), posteriormente se pasd en una serie ascendente de
soluciones de etanol (50, 70, 90, 95, 100%; 1 m en cada uno y un ultimo al 100% por 2

m). Terminado el proceso se aplicé Permount y el cubreobjeto para su andlisis posterior.

Anélisis del tejido en Microscopia.

Se realizé la identificacion anatdmica de la distribucion y conteo de las células
inmunoreactivas a Fos en la region del vermis que tuvieran visualizados los diez I6bulos
y el nucleo fastigiado en el cerebelo. Esto se realizd con un microscopio Olympus,
usando los objetivos 10x y 40x. Se seleccionaron tres cortes en el eje medio lateral del
vermis del lado izquierdo y tres del vermis derecho con un rango de coordenadas de la
linea media hacia la region lateral que correspondi6 de 0.9 um a 1.3 um, siguiendo las
coordenadas del Atlas de Paxinos y Watson (1997). Posteriormente con el software
Image pro-Plus se realizo el conteo de areas preestablecidas en los diez I6bulos de dos
capas cerebelares (capa de Purkinje y capa granular) a analizar y el nucleo fastigiado.
Para la seleccion de células que cumplieran los parametros de consideracién se usé un
filtro rojo. En la capa del Purkinje y el nucleo fastigiado se midié un éarea rectangular
total de 450, 000 um? con un objetivo de 10x en la zona apical de cada I6bulo. Mientras
que en la capa granular se midié un area cuadrada de 55, 000 pm?, procurando la zona
mas apical de dicha capa. Asi mismo se usaron filtros de intesidad de luz para evitar
conteos erroneos como el de basura del conteo real de las células. El rango de intensidad
para el objetivo de 10x oscilé entre los 2600 y los 2900 Iumenes mientras que para el
objetivo de 40x fue de 1800 a los 2100 lumenes. El conteo de la expresién a la proteina

Fos se realizo en areas apicales de los diez I16bulos y en el ndcleo fastigiado.
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Analisis estadistico de los datos obtenidos.

Como se mencioné anteriormente, los datos de la capa granular del vermis
cerebelar se analizaron por cada l6bulo. Se analizo la variable respuesta con un Modelo
Lineal Generalizado (MLG, por sus siglas en inglés) para un disefio unifactorial
ANOVA con un ajuste de distribucion de error tipo Poisson y de Contrastes Multiples
para determinar las diferencias significativas en el nimero de células inmunoreactivas a
Fos con el paquete estadistico JMP 6. Los niveles de p<0.05 y p<0.01 se consideraron

estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que existe un nivel basal de células
inmunoreactivas a Fos (grupos Control y Sham). También se observo que dicho marcaje
se ubico principalmente en las células de las tres capas de la corteza del cerebelo:
molecular, Purkinke y granular, tal como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Microfotografia de un corte sagital del 16bulo 6 posterior a 24 h de la lesion

espinal tomada con un objetivo 10x. Todos los grupos mostraron expresion de Fos en el

soma de sus células. La barra negra indica 240 pm.
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EXPERIMENTO 1.

Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 6 h en la capa granular.

Los resultados mostraron diferencias significativas en los lo6bulos 1, 5, 7, 9 y 10
de los animales con lesidn espinal con respecto a los animales intactos (p <0.05).

Los resultados se presentaron de la siguiente manera: Lobulo 1 (p= 0.02),
Lébulo 5 (p= 0.05), Lobulo 7 (p= 0.00), Lébulo 9 (p= 0.01) y Lébulo 10 (p= 0.00)
cuando se compararon con el Control. Mientras que en la figura 8 se muestran los
resultados de las pruebas Modelo Lineal Generalizado realizadas a los diez l6bulos del
vermis cerebelar de los animales Intacto, Sham y Lesion Espinal en referencia a la
cantidad de células con expresion a Fos. En ella podemos observar las diferencias
significativas en los lébulos 1, 5, 7, 9 y 10 de los grupos con lesion espinal.
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—O— Intacto *
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No.de células inmunoreactivas a Fos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig 8. Representacion de los valores obtenidos de la capa granular de ratas Control (punto
blanco), Sham (punto gris) y Lesion espinal (punto negro) posterior a 6 h de la lesion espinal.
El andlisis estadistico reveld un aumento significativo en la expresion de Fos en los l6bulos 1, 5,
9 (p<0.05), 7 y 10 (p<0.01) en el grupo de ratas con lesion espinal. La expresion de Fos fue
similar en los grupos Control y Sham.
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En la Figura 9 se presentan cortes de los tejidos que fueron sometidos a la
inmunotincion para Fos dentro de las primeras 6 h posterior a la lesion espinal con un
Control y un Sham mostrando la capa granular y la capa de Purkinje:

Control Sham Lesion espinal

Figura 9. Cortes sagitales de los I6bulos 1 (a), 5 (b), y 10 (c) posterior a 6 h de la lesion espinal
en tres grupos (Control, Sham y Lesion espinal) con un objetivo 10x. Se observa un mayor

marcaje en la capa granular en el animal con Lesion espinal. La barra negra indica 240 pm.

43



Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 6 h en la capa de Purkinje.

Para la capa de Purkinje, los resultados de la prueba del Modelo Lineal
Generalizado mostraron diferencias significativas en los l6bulos 1, 7 y 9 de los animales
lesionados (p <0.05) con respecto a los animales Intactos. Los resultados se presentaron
de la siguiente manera: Lobulol (p= 0.02), Lébulo 7 (p= 0.01) y Lébulo 9 (0.00) cuando
se compararon con el Control. Mientras que en la figura 10 se muestran los resultados
de las pruebas Modelo Lineal Generalizado realizadas a los diez l6bulos del vermis
cerebelar de los animales Intacto, Sham y Lesion Espinal en referencia a la cantidad de
células con expresion a Fos. En ella podemos observar las diferencias significativas en
los I6bulos 1, 7 y 9 de los grupos con lesion espinal.
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Fig 10. Representacion de los valores obtenidos de la capa de Purkinje de ratas Control (punto
blanco), Sham (punto gris) y Lesién espinal (punto negro) posterior a 6 h de la lesion espinal.
El anélisis estadistico revel6 un aumento significativo en la expresion de Fos en los l6bulos 1
(p<0.05), 7y 9 (p<0.01) en el grupo de ratas con lesion espinal. La expresion de Fos fue
similar en los grupos Control y Sham.
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En la Figurall se presentan cortes de los tejidos que fueron sometidos a la
inmunotincion para Fos dentro de las primeras 6 h posterior a la lesion espinal con un
Control y un Sham mostrando la capa granular y la capa de Purkinje:

Control Sham Lesion espinal

Figura 3. Cortes sagitales de los I6bulos 7 (a) y 9 (b) posterior a 6 h de la lesion espinal en tres
grupos (Control, Sham y Lesion espinal.) con un objetivo 10x. Se observa un mayor marcaje en
la capa de Purkinje en el animal con Lesion espinal. La barra negra indica 240 pum.
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Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 6 h en el nucleo fastigiado.

La tercera area analizada en su expresion para Fos dentro del cerebelo fue el
nucleo fastigiado. En esta prueba no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los tres tratamientos (p <0.05).

Tambien se muestra la figura 12 con las medianas y su error estandar de los

resultados obtenidos en el ndcleo fastigiado para cada tratamiento:
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Fig 12. Representacion de los valores obtenidos del Nucleo Fastigiado de ratas Control, Sham
y Lesion espinal posterior a 6 h de la lesion espinal. El andlisis estadistico no revel6 diferencias
significativas en la expresion de Fos en el grupo de ratas con lesion espinal (p<0.05). La
expresion de Fos fue similar en los grupos Control y Sham.
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EXPERIMENTO 2.

Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 24 h en la capa granular.

Por otro lado, 24 h después de realizar la contusion espinal los l6bulos 3y 4 de
los animales con lesion espinal mostraron diferencias significativas en relacion a los
animales intactos (p <0.05), mientras que los demas l6bulos Unicamente presentaron una

tendencia mayor sin llegar a ser significativa.

Los resultados se presentaron de la siguiente manera: Lébulo 3 (p=0.00) y
Lobulo 4 (0.00) cuando se compararon con el Control. En la figura 13 se pueden

apreciar los resultados de dicha prueba:
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Fig 13. Representacion de los valores obtenidos de la capa granular de ratas Control (punto
blanco), Sham (punto gris) y Lesion espinal (punto negro) posterior a 24 h de la lesion espinal.
El anélisis estadistico reveld un aumento significativo en la expresion de Fos en los lébulos 3
(p<0.05) y 4 (p<0.01) en el grupo de ratas con lesion espinal. La expresion de Fos fue
similar en los grupos Control y Sham.
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Asimismo, se presentan cortes de los tejidos que fueron sometidos a la

inmunorreactividad para Fos dentro de las primeras 24 h posterior a la lesion espinal y

su comparativo con el grupo Control y Sham mostrando la capa granular y la capa de

Purkinje (Figura 14).

Control

Sham

Lesion espinal

Figura 14. Cortes sagitales de los I6bulos 3 (a) y 4 (b) 24 h posterior a la lesion espinal en tres

grupos tomadas con un objetivo 10x (Control, Sham y Lesion espinal). Se observa un mayor

marcaje en la capa granular en el animal con Lesion espinal. La barra negra indica 240 pm.
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Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 24 h en la capa de Purkinje.

Mientras que después de 24 h de la lesion espinal, los resultados de la prueba
Modelo Lineal Generalizado en la capa de Purkinje no mostraron diferencias

significativas en ninguno de los l6bulos (p <0.05).

Mientras que en la figura 15 se muestran los resultados de las pruebas Modelo
Lineal Generalizado realizadas a los diez 16bulos del vermis cerebelar de los animales
Intacto, Sham y Lesion Espinal en referencia a la cantidad de células con expresion a
Fos. En ella podemos observar que no existen diferencias significativas en ningln

I6bulo de los grupos con lesion espinal.
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Fig. 15. Representacion de los valores obtenidos de la capa de Purkinje de ratas Control (punto
blanco), Sham (punto gris) y Lesion espinal (punto negro) posterior a 24 h de la lesion espinal.
El andlisis estadistico reveld un aumento significativo en la expresion de Fos en los I6bulos 1y
2 (p<0.05) en el grupo de ratas con lesion espinal. La expresion de Fos fue similar en los
grupos Control y Sham.
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Expresion de Fos en ratas con lesion espinal a 24 h en el nucleo fastigiado.

Finalmente, la expresion de Fos dentro del cerebelo en el nicleo fastigiado tras
24 h de la lesion espinal tuvo diferencias significativas en el tratamiento de la lesion
espinal (p <0.05). También se observa un ligero aumento en el grupo Sham sin ser
significativo. Los resultados se presentaron de la siguiente manera: Tratamiento
(p=0.02) cuando se compar6 con el Control. En la figura 16 se muestran dichos

resultados de la prueba Modelo Lineal Generalizado realizada:
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Fig. 16. Representacion de los valores obtenidos del Nucleo Fastigiado de ratas Control, Sham
y Lesion espinal posterior a 24 h de la lesidn espinal. El analisis estadistico reveld un aumento
significativo en la expresion de Fos en el grupo de ratas con lesion espinal (p<0.05). La
expresion de Fos fue similar en los grupos Control y Sham.
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Asimismo, se presentan cortes de los tejidos que fueron sometidos a la

inmunotincion para Fos dentro de las primeras 24 h posterior a la lesion espinal con un

Control y un Sham mostrando el Nucleo Fastigiado en la Figura 17:

Figura 17. Cortes sagitales del Nucleo Fastigiado 24 h posterior a la
lesion espinal en tres grupos tomadas con un objetivo 10x. a. Control
b. Sham c. Lesion espinal. Se observa un mayor marcaje en el tejido

con Lesion espinal. La barra negra indica 240 um.
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8. DISCUSION.

Se ha reportado que en el cerebelo la expresidn maxima de Fos se encuentra
hasta los 180 min. (Tian y Bishop, 2002). En los resultados de esta tesis se observé que
la expresion de la proteina Fos se dio a las 6 horas (6 360 min) y 24 horas (6 1440 min)
después de la lesion espinal. Por lo que el uso de la técnica inmunohistoquimica de la
proteina Fos constituye una herramienta funcional para el estudio de diversos estimulos
aversivos o nocivos en la rata en un tiempo mayor a lo que usualmente es empleada.

En el presente trabajo se analizé el efecto de la lesion espinal sobre la expresion
de la proteina Fos en el cerebelo de ratas macho. Los resultados mostraron que todos los
grupos expresaron Fos en ambos experimentos; tanto en los grupos de ratas intactas, los
grupos de ratas con cirugia falsa (Sham) y los grupos de ratas con 6 y 24 horas de lesidn
espinal. En la presente tesis el marcaje se observo principalmente en la capa granular y
capa de Purkinje, tal y como se ha observado en otros modelos de estudios realizados en
la rata (Manzo y cols., 2008).

Se sabe que el Fos no s6lo se expresa en neuronas, sino también en las células de
la glia (Tian y Bishop, 2002). Por lo cual, no descartamos la posibilidad de que existio
la presencia de éste tipo de células en el conteo realizado durante el presente estudio.
Sin embargo, aungue no realizamos un doble marcaje para diferenciar la expresion de
Fos a nivel de neurona o glia, si se distinguié el marcaje en dos capas del cerebelo asi
como en los nucleos fastigiados, expresandose especificamente en el citoplasma del tipo
de células neuronales, dado por la extension del marcaje de Fos en las células.

Se ha probado que el modelo de contusion es un buen método para producir una
lesion de médula espinal no crénica y analizar sus efectos inmediatos en las ratas
(Rodrigues y cols., 2010; Del Bel y cols., 2000; Ruggiero y cols., 1997; Xu y cols.,
2006). Como se planteo en la hipétesis, los datos mostraron que la lesion espinal tuvo
un efecto significativo en la expresion de Fos en la corteza y en el nicleo fastigiado del
cerebelo de ratas. Este aumento significativo observado en células de la capa granular y
de Purkinje asi como en el ndcleo fastigiado es un resultado directo de la lesién espinal.
Este resultado es relevante, ya que mostro una reaccion del cerebelo, el cual es una
estructura que se encuentra en un sitio distante al area (toracica 8) de la lesion espinal.

Los resultados del primer disefio experimental de esta tesis consideran que la
activacion neuronal en la capa granular y Purkinje del cerebelo podria estar asociada a

los eventos del dafio primario que aparecen en las primeras horas en el sitio de lesion
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espinal. Ademas del choque espinal, pérdida sensorial y motora, se sabe que en el dafio
primario, ocurren distintos procesos bioquimicos inmediatos a la lesion espinal. Se ha
reportado que hay un pico inicial en la acumulacion de calcio (Ca*®) intracelular
(normalmente a los 15 min con un aumento a las 4 horas después del dafio espinal), lo
que estimula una mayor liberacion de neurotransmisores excitatorios como glutamato y
aspartato desembocando en un proceso de excitotoxicidad para las neuronas vecinas que
no fueron afectadas durante la lesién espinal. Por otro lado, el exceso de Ca*? produce la
activacion de fosfolipasas (C y A2) que son dependientes de calcio y que a su vez llevan
a una produccién de araquidonato de cuyo metabolismo se obtienen radicales libres,
tromboxanos y leucotrienos. Estos tres promueven el dafio tisular y la inflamacion ya
que acaban con proteinas, lipidos y acidos nucleicos dando lugar a la formacion de
lipoperoxidos los cuales destruyen las membranas de células no dafiadas (Caballero y
Nieto-Sampedro, 2005).

Otros procesos que forman parte del dafio primario y que aparecen en las
primeras horas después de una lesion espinal, como la existencia de un ambiente
anaerdbico en el sitio de lesion. Se presenta una muerte celular primaria, asi mismo
aparece una respuesta inflamatoria aunada al desarrollo de procesos necroticos y
degeneracion de los axones dafiados (Caballero y Nieto-Sampedro, 2005). Todos estos
eventos, aunque se presentan en el sitio de la lesién, llevarian en unas horas después
consecuencias en areas distantes como el vermis de cerebelo.

De hecho, existen estudios en donde se han analizado los efectos de una lesion
espinal en sitios o estructuras distantes. Por ejemplo, en el estudio realizado por Xu y
Cols. (2006) se mostré que la lesion espinal tiene un aumento significativo sobre la
expresion de Fos en dos nucleos ubicados en el hipotaldmo; el nlcleo paraventricular
(PVN, por sus siglas en inglés) y el nucleo supradptico (SON, por sus siglas en inglés)
de ratas. En tal estudio se observd que ambos ndcleos reaccionan de forma distinta
después de la lesion espinal. El efecto de la lesion espinal sobre la expresion de Fos en
el PVN hipotalamico aumento el numero de células positivas a esta proteina a las 1, 6,
12 y 24 horas después del dafio espinal. En base a estos resultados podemos suponer
gue existe una reaccion inmediata a la lesion espinal en las neuronas de este nucleo
hipotaldmico. En cambio, el efecto de la lesion espinal en el SON sobre la expresion de
Fos no fue inmediato; puesto que durante las primeras horas (1 y 6 h) después del dafio
espinal no se registrd un aumento significativo en la expresion de Fos. Los resultados de

tal estudio mostraron un aumento en el nimero de células positivas a Fos hasta las 12 y
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24 horas después de la lesion espinal en el SON. Estos datos indican que dos areas
(PVN y SON) ubicadas dentro de una misma estructura reaccionan de forma diferente a
lo largo de la evolucion del dafio espinal.

La diferencia en las respuestas neuronales a la lesion espinal en el PVN y SON
implica que ambos nucleos tienen diferentes papeles en el curso temporal de los
cambios patolégicos después de una lesion espinal. Como se sabe, el hipotalamo es el
centro endocrino, autondémico y conductual (Paxinos y Watson, 1997). Las neuronas del
PVN y del SON forman parte del sistema neurohipofisiario. Estos grupos neuronales
proyectan a la pituitaria posterior (también conocida como neurohipdfisis) en donde sus
terminales axonicos liberan dos tipos de hormonas: la vasopresina y la oxitocina. La
primera participa en la homeostasis del fluido corporal mediante la reabsorcion de agua
en el rifidn y también parece actuar como un vasoconstrictor afectando la funcion refleja
cardiovascular. La segunda hormona esta involucrada en la lactancia y en el parto
(Cunningham y Sawchenko, 1991). Por lo tanto, las neuronas del PVN y SON regulan y
determinan la salida endocrina de la pituitaria posterior. En el PVN se sintetiza el factor
liberador de corticotropina (CRF) y de la arginina vasopresina (AVP). Ambos
neuropéptidos son los mayores reguladores de la secrecion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) en la pituitaria durante el estrés. La ACTH actla sobre la
corteza adrenal para aumentar la liberacion del glucocorticoide corticosterona en ratas
(Ma y Aguilera, 1999). En el estudio de Xu y cols. (2006) se encontrd que la expresion
de Fos en ambos nucleos hipotalamicos aument6 significativamente después de la lesion
espinal. Por lo cual, los autores sugieren que las neuronas que contienen vasopresina y
oxitocina, asi como aquellas que sintetizan CRF y AVP podrian activar el eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) después de la lesidn espinal. Toda esta activacion
neuronal podria estar involucrada en el desarrollo de cambios patofisiol6gicos y en el
inicio de procesos asociados con el dafio primario y secundario.

Cabe mencionar que en ese estudio los autores no consideraron la posibilidad de
que los cambios en la activacion neuronal observada después de la lesion espinal se
podrian deber a la existencia de vias directas y de vias indirectas hacia la médula
espinal. Se sabe que el PVN envia conexiones directas a la médula espinal (Manzo y
cols., 1999; Perez y cols., 2005; Tang y cols., 1998; Tribollet y cols., 1998; Wagner y
Clemens, 1991; Wagner y cols., 1993). Lo que no se ha demostrado que el SON tenga
conexiones directas con la médula espinal o con el PVN. De tal forma que estas

posibles conexiones neuronales podrian explicar el por qué se observaron los efectos de
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la lesion espinal en el PVN desde el inicio del estudio (1 h) y se mantuvo hasta el final
del mismo (24 h) y, en cambio, no se observaron los mismos efectos de la lesion
espinal en el SON sino hasta 12 horas posteriores a la lesion espinal, efecto que también
se mantuvo hasta las 24 horas.

En otro estudio, Del-Bel y cols. (2000), detectaron un aumento en la
inmunoreactividad a Fos en la formacion reticular, el area postrema, y el nicleo del
tracto solitario 2 horas despuées de una contusion espinal en ratas. Estas estructuras del
tallo estdn relacionadas con el control autonémico; particularmente, la formacién
reticular con la regulacién de la presion sanguinea, la cual se altera en pacientes
parapléjicos y tetrapléjicos (Schwab y Bartholdhi, 1996). Mientras que el area postrema
regula la nausea y el vomito ademas de contener células endoteliales que permiten la
difusion de la sangre hacia el cerebro (Popescu y cols., 2011). Por su parte, el ntcleo del
tracto solitario, junto con el hipotalamo, juega un papel importante en el control de la
saciedad (Owyang y Heldsinger, 2011). Por lo cual, los autores sugieren que la
activacion neural en dichos nucleos podria estar asociada con alteraciones autonémicas
que llegan a sufrir algunos sujetos después de una lesion espinal (Del-Bel y cols., 2000).

En la presente tesis, se observo que la corteza (especificamente en la capa
granular y de Purkinje) y el ndcleo fastigiado del cerebelo reaccionan de forma distinta
en diferentes tiempos; a las 6 y 24 horas después de la lesion espinal. A continuacion se

discuten estos resultados de acuerdo a cada disefio experimental:

El Efecto de la contusion espinal después de 6 horas

Capa granular: En el grupo de ratas intactas y ratas sham los datos fueron
similares, ya que el estrés quirargico no aumentd significativamente la expresion de Fos
en las células de esta capa. Estos grupos presentaron niveles basales de expresion de la
proteina Fos. Por lo que el estrés quirdrgico (grupo sham) no afecté de forma
significativa la expresion de Fos en las células de esta capa. Por el contrario, en el grupo
de lesion espinal se encontré6 un aumento significativo en el nimero de células
inmunoreactivas a Fos en la capa granular de los Iébulos 1, 5, 7, 9 y 10. Esto podria
indicar una activacion neural en regiones del cerebelo que reciben aferencias de las vias
espinocerebelares dorsales (I6bulos 1 y 5) pero tambien mostraron actividad neural en
regiones que no reciben aferencias espinales pero que se sabe que reciben conexiones de

nucleos del tallo cerebral (I6bulos 7, 9 y 10). Capa de Purkinje: Se observo que los
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datos en la expresion de Fos fueron similares en el grupo de ratas intactas y ratas sham.
Sin embargo, los l6bulos 1, 7 y 9 tuvieron un aumento significativo en el nimero de
células inmunoreactivas a Fos después de la lesion espinal con respecto al grupo de
ratas intactas y sham. Nucleo fastigiado: Se observé que entre el grupo de ratas intactas
y el grupo de ratas sham no mostraron diferencias significativas. Este ntcleo profundo
tampoco mostré un aumento significativo en el numero de células inmunoreactivas a
Fos después de la lesion espinal.

La expresion de Fos en la capa granular (I6bulos 1 y 5) y en la capa de Purkinje
(I6bulo 1) podria estar asociada a la afectacion de la via espinocerebelosa dorsal que
proyecta de médula espinal al cerebelo. En la rata, el origen de esta via espinocerebelar
dorsal proviene de las neuronas ubicadas en los niveles lumbares (Berretta y cols., 1991;
Matsushita, 1999). También tienen origenes del nucleo cervical central ubicado en el
ensanchamiento cervical y de niveles toracicos. Particularmente, las proyecciones
lumbares-sacras a la corteza del I6bulo anterior (esta region comprende los I6bulos del |
al V) del cerebelo no son muy abundantes, mientras que las que se dirigen a los nicleos
fastigiados son mas abundantes. En estos estudios se observd que las proyecciones
espinales que alcanzan a los I6bulos 1 y 2 proyectan también a los nucleos fastigiados.
En la Iamina VII de la sustancia gris de la médula espinal se encuentra el Ndcleo de
Stilling, el cual acarrea informacién a la corteza y nucleos profundos del cerebelo
necesaria para el balance corporal. Por lo tanto, estas proyecciones axonicas de médula
espinal hacia el cerebelo funcionan para el mantenimiento y coordinacién de las
extremidades inferiores y el control de la postura. De tal forma que esta via
espinocerebelosa dorsal estaria afectada en ratas con lesion espinal.

El cerebelo y sus funciones no motoras

Se sabe que el cerebelo es una estructura que esta involucrada en el proceso de
informacidn sensorial-motora. La pregunta que surge a partir de los resultados de la
presente tesis es ¢Por qué se observd un aumento en la actividad neural (dada por una
mayor expresion de Fos) de l6bulos posteriores del cerebelo que no procesan
informacion sensorial-motora?

Se debe considerar que diversas investigaciones han reportado que existe una
clara organizacién anatémica-funcional de la regién anterior (I6bulos I al V) y el 16bulo

VIl (que forma parte de la region posterior del cerebelo) que procesa informacién
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predominantemente sensorial-motora. Sin embargo, estudios han reportado que los
I6bulos VI y VII (crus | y Il) que contribuyen con procesos de nivel superior como
aprendizaje y memoria (Stoodley y Schmahmann, 2010). Es decir, estos l6bulos VI y

VII no procesan informacion sensorial-motora.

Dimitrova y cols. (2003) demostraron el papel del 16bulo VI del vermis y del
I6bulo VI —crus I de los hemisferios en procesos relacionado al dolor como muecas,
miedo y reacciones de sobresalto. Los accidentes cerebrovasculares (“strokes” por su
término en inglés) de los hemisferios de los I6bulos VII y VIII de cerebelo causan un
deterioro en la experiencia de los sentimientos placenteros, e.g., experiencia emocional
(Turner y cols., 2007).

Asi mismo, se ha reportado una lateralizacion funcional amplia del cerebelo, es
decir, existe una red de control lateralizada del lado izquierdo y derecho. A través de
imagenes funcionales (Monti y cols., 2007) y mediante estudios clinicos (Richter y
cols., 2007) implican al cerebelo derecho en procesos verbales y al cerebelo izquierdo

en procesos espaciales.

Ademas, se debe considerar otros estudios anatomicos en monos que han
demostrado conexiones reciprocas entre crus | (Lobulos VI y VII-a) con la corteza
prefrontal y crus Il (Lébulo VII-b) con la corteza parietal. Especificamente, aferentes de
la corteza prefrontal via ndcleo pontino medial convergen sobre crus I, mientras que las
aferentes de la corteza parietal convergen sobre crus Il via nucleo pontino medial, dorsal
y lateral (Brodal y cols., 1979). Las eferentes del crus | y Il tiene conexiones reciprocas
via proyecciones desde el ndcleo dentado hacia la cortezas parietal y prefrontal (Dum y
Strick, 2003). En humanos, los estudios funcionales de imagenes han destacado el papel
de crus | en funciones ejecutivas, como el razonamiento abstracto (Monti y cols., 2007)
memoria de trabajo (Chen y Desmond, 2005), actualizacion de la informacion (Collete y

cols., 2007) y seleccion de respuesta (Desmond y cols., 1998).

Asi mismo, se ha reportado en estudios realizados en el gato que la estimulacién
eléctrica de los I6bulos VI, VII y VIII no producen cambios cardiovasculares y
respiratorios. Sin embargo, la estimulacion de los lobulos IX y X provoco efectos

cardiovasculares y respiratorios (Bradley y cols., 1987a).
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Estudios han demostrado que la corteza cingulada proyecta al nicleo pontino y
éste proyecta al Lébulo IX en el gato (Brodal y cols., 1991). EI Lobulo IX también esta
implicado en distintas tareas funcionales como la saciedad de la sed (Parson y cols.,
2000), sensacion (Hui y cols., 2005), sincronizacion motora (Jantzen y cols., 2004),
memoria de trabajo (Desmond y cols., 1997) y percepcion de cambio en el momento del

estimulo (Liu y cols., 2008).

El 16bulo IX es considerado esencialmente para la guia visual del movimiento
(Glickstein y cols., 1994). El I6bulo X se ha considerado por mucho tiempo como el
sustrato de la conexidn vestibulo-cerebelosa (Stoodley y Schmahmann, 2010) implicado

en el movimiento ocular.

Por otro lado, se han descrito las conexiones cerebelo-hipotalamicas por medio
de marcadores retrogrados y anterogrados. Cavdar y cols. (2001) describieron las
conexiones directas entre los nucleos profundos del cerebelo y los nucleos del
hipotalamo dorsomedial, asi como del nucleo hipotalamico posterior en la rata. Ademas,
la estimulacion o ablacion de la corteza de cerebelo o de sus ndcleos profundos pueden
modificar un rango amplio de respuestas viscerales como piloereccién, cambios en la
presion arterial, frecuencia cardiaca y respiratoria, alteraciones en el tono muscular liso
(vejiga, intestinos, pupilas), miccion y un aumento en el flujo sanguineo del cerebro
(Chida y cols., 1986). Estas observaciones ofrecen una nueva perspectiva de cémo el
cerebelo podria influir en una variedad de respuestas de actividad autondémica.

Con lo anterior, los resultados de esta tesis propone que la lesién espinal produjo
un aumento en la actividad neural en la capa granular de los I6bulos que procesan
informacion “sensorial-motora” (1 y 5) y en ldbulos que procesan informacion “no
sensorial-motora” (16bulos 7,9 y 10 de la capa granular; 16bulos 7 y 9 de la capa de
Purkinje) y que éstos I6bulos podrian estar implicados con actividad autonémica.

De hecho, se sabe que individuos con lesion de la médula espinal toracica tienen
un elevado ritmo cardiaco en estado de reposo, asi como una variabilidad de aumento de
la presion arterial como parte de una condicién denominada disreflexia autonémica y
tambien tienen una actividad simpética elevada por arriba del nivel de lesion (Collins y
cols., 2006). Esto hace proponer que I6bulos implicados en actividad autonémica en el
cerebelo estarian expresando una mayor actividad neural (dada por el aumento en la

inmureactividad a Fos) como respuesta ante la lesion de médula espinal en ratas.
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Sin embargo, los resultados de esta tesis mostraron que el nicleo fastigiado no
presentd cambios significativos en la actividad neuronal después de 6 horas de la lesion
espinal, por lo que se considera que no hubo reaccion de este nucleo profundo del
cerebelo en este tiempo de lesion. Aunque no se sabe si los otros nacleos profundos del

cerebelo (interpdsito y dentado) estarian afectados en este tiempo.

Aparte, respecto a las células de los lobulos que no mostraron una mayor
expresion de Fos después de 6 horas de la lesion espinal, en este caso, la capa granular
de los I6bulos 2, 3, 4 y 8 (estos l6bulos procesan informacion sensorial-motora), no
descartamos la posibilidad de que podrian estarse expresando otros genes de activacién
temprana, como el c-Jun que se activa en respuesta a dafios por excitotoxicidad,
isquémicos y convulsivos (Kévacs, 2008). Posiblemente, la lesion espinal podria inducir
una mayor expresion de c-Jun en estos lébulos del cerebelo, aunque esto requiere

realizar futuras investigaciones para confirmar o descartar esta posibilidad.

El Efecto de la contusion espinal después de 24 horas.

Capa granular. Los datos fueron similares en los grupos de ratas intactas y
sham. Estos grupos presentaron niveles basales de expresion de la proteina Fos. Esto
indica que el estrés quirdrgico no aumento significativamente la expresion de Fos en las
celulas de esta capa. En cambio, los datos mostraron un aumento significativo en el
namero de células inmunoreactivas a Fos en los 16bulos 3 y 4 en esta capa después de la
lesion espinal. Esto indica una activacion neural en I6bulos del cerebelo que reciben
proyecciones directas de médula espinal seria una respuesta a la alteracién o dafio de la
via espinocerebelosa ventral.

Capa de Purkinje. Los datos de los grupos de ratas intactas y ratas sham fueron
similares. Lo que indicé que el estrés quirdrgico no afectd significativamente la
expresion de Fos en las células de esta capa. Asi mismo, en esta capa de Purkinje no se
observo un aumento significativo en el nimero de células inmunoreactivas a Fos
después de la lesidn espinal. Esto indica que esta capa del cerebelo no presenta cambios

en su actividad neural después de 24 h de la lesidn espinal.

59



Nucleo fastigiado. A diferencia del experimento anterior, los datos mostraron
un aumento significativo en el nimero de células inmunoreactivas a Fos en este nicleo
profundo del cerebelo después de 24 horas de la lesion espinal.

Como ya se menciono, sujetos con lesion de la médula espinal toracica tienen un
elevado ritmo cardiaco en estado de reposo, asi como una variabilidad de la presion
arterial como parte de una condicion denominada disreflexia autonémica y también
tienen una actividad simpética elevada por arriba del nivel de lesion (Collins y cols.,
2006) .

Por otro lado, estudios en la rata han observado que la estimulacién eléctrica del
nlcleo fastigiado de cerebelo produce respuestas viscerales como cambios en la presion
sanguinea y frecuencia cardiaca (Chida y cols., 1986). En este estudio realizado en ratas
se mostrd que la estimulacién eléctrica del nucleo fastigiado (50 Hz, 10-100 microA)
aumento la presion arterial y la frecuencia cardiaca (Chida y cols., 1986). Por otro lado,
se ha reportado que la estimulacion del nacleo fastigiado indujo bradicardia (descenso
de la frecuencia cardiaca) en el conejo (Bradley y cols., 1987b).

En otro estudio se demostrd que el I6bulo VI del vermis recibe aferentes del
hipotdlamo y proyecta de regreso al hipotdlamo a través del ndcleo fastigiado. Las
lesiones del ndcleo fastigiado e interposito pueden inducir deterioros autondmicos
(Haines y cols., 1997).

De esta forma, los resultados de la presente tesis hacen proponer que la actividad
neural del nucleo fastigiado es una respuesta a la alteracion de la actividad autonémica
(e.g. cambios en la frecuencia cardiaca y respiratoria) en ratas después de 24 horas con
lesion de médula espinal.

Asi mismo, se deben considerar que este aumento en la expresion de Fos en
I6bulos 3 y 4 y del nlcleo fastigiado seria una reaccion del cerebelo que podria estar
asociada a los procesos que se presentan en el dafio secundario (o fase cronica), los
cuales se originan a partir de las 24 horas después de una lesion espinal (muerte neural
secundaria, desmielinizacion de axones, actividad eléctrica deprimida en el area de
lesion, etc.) Existe un segundo pico de concentracién de Ca*?, lo que provocaria una
mayor estimulacion en la liberacion de glutamato y aspartato. Aunado a esto, hay un
aumento del rango metabdlico, lo que genera un metabolismo oxidativo que a su vez
origina acidosis lactica. Estos eventos producen una muerte neuronal secundaria o tardia

en el sitio de lesion desembocando en una actividad eléctrica y funcional deprimida en
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el area lesionada (Caballero y Nieto-Sampedro, 2005). Y aunque todos estos eventos
suceden en el sitio de lesidn, de alguna manera afectarian el funcionamiento de otras
estructuras distantes, en este caso, como se observo en las células de la corteza del
vermis y del nucleo fastigiado del cerebelo.

Respecto a los I6bulos que no mostraron una mayor expresion de Fos en la capa
de Purkinje y el resto de los I6bulos de la capa granular que no expresaron la proteina
después de 24 horas de la lesion espinal, no descartamos la posibilidad de que podrian
estarse expresando otros genes de activacion temprana, como el c-Jun que se activa en
respuesta a dafios por excitotoxicidad, isquémicos y convulsivos (Kdévacs, 2008).
Posiblemente, la lesion espinal podria inducir una mayor expresion de c-Jun en los
I6bulos de esta capa de Purkinje, aunque esto requiere realizar futuras investigaciones
para confirmar o descartar esta posibilidad.

La relevancia de los resultados de la presente tesis es que, asi como en otras
investigaciones donde se ha reportado la reaccién en areas distantes a la lesion espinal
como algunos nucleos del tallo cerebral o del hipotdlamo, mostraron un efecto en la
actividad neural del cerebelo después de 6 y 24 horas con lesion de médula espinal en la
rata.

Por ultimo, es necesario realizar el analisis también de la expresion de Fos en
otras areas del cerebelo como son sus hemisferios, asi como los otros ndcleos profundos
(interpésito y dentado) después de la lesion espinal. Se requieren mas investigaciones al

respecto.
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9. CONCLUSIONES.

» A las 6 h posterior a una lesion espinal existe un aumento en la expresion de Fos
en los l6bulos 1, 5, 7, 9 y 10 de la capa granular y en los I6bulos 1, 7 y 9 de la

capa de Purkinje del vermis de cerebelo.

» No existe una mayor expresion de Fos en el nucleo fastigiado del cerebelo a las

6 h posterior a una lesion espinal.

» A las 24 h posterior a una lesion espinal existe un aumento en la expresion de
Fos en los l6bulos 3 y 4 en la capa granular y en el nicleo fastigiado del vermis

de cerebelo.

» A las 24 h posterior a una lesién espinal no existe un aumento en la expresion de

Fos en la capa de Purkinje del vermis cerebelar.

Asi, las conexiones del cerebelo son en realidad muy extensas y por lo tanto esta
estructura podria tener funciones mas amplias. Esto quiere decir que el cerebelo no
procesa Unicamente informacion sensorial-motora, proveniente de médula espinal y
nacleos del tallo cerebral. Lo que se describi6 en la discusion sobre las conexiones entre
el cerebelo y el hipotdlamo, hace proponer que el cerebelo podria tener un papel en la
coordinacion de funciones autondémicas. Por otro lado, las aferentes corticales de areas
de asociacion, como las de la corteza prefrontal, sugieren que el cerebelo, estaria
también involucrado en funciones cognitivas superiores. En la presente tesis, se
concluye que los l6bulos y el nucleo fastigiado presentaron actividad neural a través de
la expresion de Fos como respuesta a la lesion de médula espinal en distintos tiempos de
evolucion. Estos I6bulos y nacleo medial del cerebelo procesan informacion sensorial-
motora y autondémica, lo que indicaria alteraciones en estas funciones en ratas con lesion

espinal.
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10. PERSPECTIVAS

Considerando los datos obtenidos en este trabajo, existe la necesidad de realizar
mas investigaciones sobre la reaccion del cerebelo (hemisferios y otros nucleos
profundos del cerebelo) y de otras estructuras distales (e.g., nucleos del tallo cerebral
que no han sido estudiados como la oliva inferior) al sitio de lesion, para que con ello se
pueda obtener un circuito neural integral en este modelo de lesion espinal en la rata. Por

lo cual, se propone como perspectivas lo siguiente:

e Analizar la expresion de Fos en areas corticales de los hemisferios asi como los
nacleos profundos (nucleo dentado y nucleo interpésito anterior y posterior) del
cerebelo después de una lesion espinal.

e Analizar la expresién de Fos en nucleos del tallo cerebral que posean conexiones
directas con la corteza cerebral y los nucleos del cerebelo (oliva inferior, ndcleos
pontinos y nucleos vestibulares).

e Utilizar marcadores de procesos necroticos o apoptoticos como la técnica de
TUNEL o apostaina en el tejido cerebelar de animales con lesion espinal en
diferentes tiempos posterior a la lesion espinal.

e Usar técnicas de marcaje doble aunadas al Fos como GFAP, vimentina, entre
otras, que permitan identificar los diferentes cuerpos celulares que muestran
actividad posterior a una lesion espinal.

e Analizar por medio de registro eléctrico los efectos de la lesidon espinal en la
actividad neuronal de la corteza cerebelar y nacleos profundos del cerebelo en
tiempos relacionados al dafio primario, al dafio secundario y a la recuperacion.

e Comparar el efecto de la lesion espinal en el cerebelo en otros modelos
estandarizados de lesion espinal como seccion completa, hemiseccion o lesion
por compresion.

e Aungue no se muestran datos en esta Tesis, se realizd también en estos grupos
de ratas con lesion espinal de 6 y 24 horas, un analisis histoldgico a “groso
modo” sobre la expresion de Fos en la médula espinal lumbosacra (L6-S1)
donde se encuentran motoneuronas involucradas en eventos reproductivos y

procesos autondémicos. De manera general, se observé una mayor expresion de
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Fos en el asta dorsal, medial, ventral y alrededor del epéndimo de la sustancia
gris. Esto implica que se expres6 una mayor activacion neuronal en otro sitio
distal (region lumbosacra) al dafio espinal (regién torécica). Sobre esto se
requiere realizar un analisis mas sistematico para observar si los cambios

observados son realmente significativos estadisticamente.
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11. MODELO

Como un modelo representativo de los resultados obtenidos en la presente tesis se
propone lo siguiente:

CEREBELO
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10
1 I T
| I //
| I
| ! /
\ | /
| ! /
| I /
| | //
| ! /
| ] /
| I |
| ! /
| | /
| ) |
| ! /
| / |
\ II /
|
v v ¥
MEDULA ESPINAL HIPOTALAMO

Figura 18. El tracto espinocerebeloso dorsal (flechas en negrita) es afectado a las 6 h después
de la lesién espinal. Asi mismo son afectadas las vias (flechas punteadas) que conectan del
cerebelo (por medio de conexiones del nucleo reticular, nacleo vestibular, nicleo trigeminal,
nucleo del tracto solitario, y posiblemente de otras conexiones de otras estructuras) hacia el
hipotadlamo. Esta afectacion dada por la lesién espinal produciria un aumento en la actividad
neural (por la expresion de Fos) de los I6bulos 1,5, 7, 9 y 10. Lo que se traduciria en
alteraciones motoras y autonémicas en los sujetos de estudio. Se debe considerar que en este
tiempo de lesion espinal se desarrollan procesos relacionados al dafio primario en el sitio de
lesion espinal y que podrian también repercutir en sitios distantes como el cerebelo.
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Figura 19. El tracto espinocerebeloso ventral (flechas en negrita) es afectado a las 24 h después
de la lesion espinal. Asi mismo son afectadas el nucleo medial (flechas punteadas) que
conectan del cerebelo (por medio de conexiones del nucleo reticular, nicleo vestibular, y
posiblemente de otras conexiones de otras estructuras) hacia el hipotadlamo. Esta afectacion
dada por la lesién espinal produciria un aumento en la actividad neural (por la expresion de
Fos) de los lébulos 3 y 4 y nicleo fastigiado (NF) del cerebelo. Lo que se traduciria en
alteraciones motoras y autonémicas en los sujetos de estudio. Se debe considerar que en este
tiempo de lesion espinal se desarrollan procesos relacionados al dafio secundario en el sitio de
lesion espinal y que podrian también repercutir en sitios distantes como el cerebelo.
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INDICE DE ABREVIATURAS

5-HT1.7: Receptor serotonérgico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AMPA: Receptores AMPA

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.
ASIA. Asociacion Americana de Lesion Espinal.
ATP: Adenosin Trifosfato

Ca*%: 16n Calcio.

CC. Columna de Clarke.

CD95. Glicoproteina de membrana ubicada como receptor de GNF y TNF.
c-fos. Proto-onco-gen de activacion temprana.
cGr. Capa granular.

CGRP: péptidos derivado del gen calcitonina
CI": 16n Cloro.

cM. Capa moelcular.

cPk. Capa de Purkinje.

D,: Receptor dopaminérgico dos.

Da,: Receptor dopaminérgico alfa dos.

FNT- a. Factor de necrosis tumoral alfa.

Fos. Proteina codificada por el gen c-fos.
GABA: Acido gamma-amino-butirico.
GABAA: Receptor B a GABA.

GABAg: Receptor A a GABA.

GADPDH. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
GFAP. Proteina acida fibrilar glial.

GluR2. Subunidad al receptor AMPA.

GNF. Factor de crecimiento nervioso.

GRD: Ganglio de la raiz dorsal.

IL-1. Interleucina-1.

iNOS. Oxido nitrico sintasa inducible.

K*: 16n Potasio.

kD. KiloDalton.

LME: Lesion de medula espinal

MCMZ. microcomplejos multizonales
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Na': 16n Sodio.

NADPH-d: enzima dihidronicotinamida adenina dinucledtido fosfato diaforasa.

NCC. Nucleo cervical central.

NMDA: N-Metil de Aspartato.

nNOS. Oxido nitrico sintasa neuronal.

NPV. Ndcleo paraventricular.

NRL1. Subunidad al receptor NMDA.

NSO. Nducleo supradptico.

Pc: Musculo pubococcigeo.

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.

pH. Potencial de hidrogeno.

PLP1. Proteina proteolipida 1.

SCEP. Potencial espinocerebeloso evocado.

SNC: Sistema nervioso central.

SSEP. Potencial evocado somatosensorial.

TECD. Tracto espinocerebeloso dorsal.

TECV. Tracto espinocerebeloso ventral.

TNF. Factor de necrosis tumoral.

TUNEL: Marcaciéon de la UTP final mediada por la transferasa
desoxinucleotidil terminal.

WGA-HRP: Peroxidasa de rabano con aglutinina de germen de trigo.
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APENDICE A.

Fundamento de inmunohistoquimica.

La inmunohistoquimica o inmunocitoquimica es una técnica de inmunotincion
que permite demostrar una gran variedad de antigenos presentes en células o tejidos.
Los reactivos fundamentales comunes en todas las técnicas inmunohistoquimicas son
los anticuerpos los  cuales pertenecen a un grupo de proteinas Ilamadas
inmunoglobulinas.

Estas técnicas se basan en la capacidad de estos anticuerpos de unirse
especificamente a los antigenos correspondientes. Los anticuerpos usados en las
técnicas de inmunohistoquimicas pueden ser policlonales o monoclonales.

Los anticuerpos policlonales son producidos por diferentes células
plasmaéticas, y en consecuencias no son similares inmunohistoquimicamente. Estos
reaccionan con varios epitopes sobre el antigeno para el cual fueron originados. Los
animales utilizados con mayor frecuencia para la produccion de anticuerpos
policlonales son el conejo, seguido por la cabra, el cerdo, la oveja, el caballo, el
congjillo de indias, entre otros. La popularidad de los conejos para la produccion de
anticuerpos policlonales se atribuye primordialmente a su facil mantenimiento dentro
del laboratorio.

Los anticuerpos monoclonales son el producto de un clon individual de células
plasmaéticas. Los anticuerpos de un clon dado son idénticos inmunohistoquimicamente
y reaccionan con un epitope especifico en el antigeno contra el cual han sido
originados. Es probable que por razones de economia los ratones sean utilizados casi
exclusivamente para la produccion de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales tienen la gran ventaja de poseer una baja especificidad.

En inmunocitoquimica, la afinidad funcional de un anticuerpo se puede definir
por el tiempo que requiera para alcanzar el equilibrio con el anticuerpo tisular. La
afinidad de los anticuerpos también se relacionan con su capacidad para formar
complejos inmunes insolubles, mientras mas alta sea la afinidad del anticuerpo,
mayor sera su tendencia a formar un precipitado.

La inmunohistoquimica puede ser de dos tipos: inmunoperoxidasa e
inmunofluorecencia. En las técnicas inmunoperoxidasa se utiliza como marcadores
enzimas capaces de hacer cambiar de color un sustrato incoloro mediante una reaccién
enzima-sustrato para convertir a un cromdgeno sin color en productos finales
coloreados. Las enzimas mas frecuentemente utilizadas son peroxidasa y fosfatasa
alcalina como 3,3’-diaminobencidina (DAB).

El tejido a estudiar se lava con amortiguador de fosfatos (Ph=7) con el fin de
prepararlo para recibir el tratamiento. También se realizan lavados con el detergente
agregado a este buffer (Tritdn) antes de agregar los anticuerpos, con el fin de remover
ligeramente la membrana celular para facilitar el paso de sustancias.

Si se realiza una técnica inmunoenzimatica se debe hacer una eliminacion de las
enzimas peroxidadas endogenas, las cuales estdn presentes en el tejido y pueden
interferir en la reaccion final de coloracion. Esta eliminacion de peroxidasas enddgenas
se lleva a cabo lavando el tejido con peroxido de hidrogeno. Este forma un complejo
cataliticamente  inactivo con estas peroxidasas que se descomponen en agua Yy
oxigeno atémico, lo cual causa formacion de espuma. EI exceso de peroxido de
hidrogeno y la ausencia de un donante de electrones (por ejemplo una sustancia
cromogénica) causa un bloqueo de la actividad de las peroxidasas enddgenas.
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Actualmente, la mayoria de los métodos de coloracion inmunohistoquimicos en uso
estan basados en la alta afinidad que la avidina de clara de huevo tienen por la
biotina para intensificar la sefial producida por el cromogeno.

Esta tecnologia consiste en agregar primero el anticuerpo primario, el cual
se unird al antigeno (Fig. 1A). Este anticuerpo se incuba hasta que alcance su maxima
reactividad , la cual se da en 48 horas de incubacion para la mayor parte de los
anticuerpos primarios.

Z XN
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Fig. 1 A. EIl anticuerpo
primario  reacciona con el
antigeno correspondiente presente
en el tejido.

Posteriormente se aplica el anticuerpo secundario biotinilado que se dirige
contra el anticuerpo primario (ahora antigeno), el cual por lo general se incuba por un
lapso de 90 minutos a temperatura ambiente (Fig. 2A). Como el anticuerpo primario
esta hecho en conejo, el anticuerpo secundario se dirige contra las inmuglobulinas del
conejo (contra conejo).
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Fig2 A El anticuerpo
secundario  reacciona con el
anticuerpo  primario unido al
antigeno del tejido.
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Puede haber reacciones no deseadas si el anticuerpo secundario tiene una
reaccion cruzada con las inmuglobulinas tisulares. Sin embargo esta reaccion cruzada
se evita colocando suero normal de cabra en la solucion del anticuerpo primario, el
cual contiene antigenos que reaccionan con estas inmunoglobulinas con el fin de
bloguearlas y que no puedan interferir en la reaccién del complejo antigeno-
anticuerpo primario —anticuerpo secundario .

Como se menciond anteriormente, después se agrega el complejo preformado
(estrept) avidina (streptomices avidinii) y avidina (clara de huevo) con biotina
(complejo AB), el cual contienen la enzima peroxidasa que cataliza la reaccion final. La
formacion de este requiere que las soluciones (estrept) avidina y la enzima biotinilada
sean mezcladas en una porcién optima y sean preparadas por lo menos 30 minutos
antes de su uso . EI complejo AB se une al anticuerpo secundario biotilinado. La
avidita posee cuatros sitios de union para la biotina, pero a causa de la orientacion
molecular de los sitios de union menos de cuatro moléculas de biotina se uniran
realmente (Fig. 3A). De acuerdo a lo anterior, el complejo AB sirve como un
amplificador para poder observar mejor la unién antigeno — anticuerpo primario —
anticuerpo secundario.
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Fig. 3 A. En la tecnologia AB, el complejo
avidina —biotina — enzima, reacciona con el
anticuerpo secundario biotinilado amplificando el
complejo.

Finalmente se lleva a cabo el revelado, el cual se basa en una reaccion de
oxidacion-reduccién. La actividad de las peroxidasa, en presencia de un donante de
electrones (DAB), resulta primero en la formacion de un complejo sustrato—enzima y
luego en la oxidacion del donante electrén. Este donante provee la fuerza de impulso
en la continua catalisis de H,O, mientras que su ausencia detiene definitivamente la
reaccion. La actividad enzimatica depende de diversas variables tales como las
concentraciones de enzimas y substratos, el pH, la concentracion del buffer, la
temperatura y la luz. Asi mismo, la actividad de la peroxidasa requiere la presencia de
iones metalicos tales como el Zn*?, que funcionan como agente electrolitico (atraccién
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de electrones). La DAB produce un color marrén final que es altamente soluble en
alcohol y demas solventes organicos.

Controles. En inmunohistoquimica se utilizan controles de reactivo y de tejido
ya que son necesarios para la validacién de los resultados de la coloracién. Sin su uso,
la interpretaron de la coloracion seria casi casual y los resultados de dudoso valor. Los
controles permiten determinar si los protocolos de coloracion han sido seguidos
correctamente, si han ocurrido variaciones de dia a dia y si los reactivos permanecen en
buenas condiciones de funcionamiento.

Especificamente, los controles del reactivo (negativos) se obtienen al omitir la
aplicacion en el tejido del anticuerpo primario pero siguiendo todas las demas etapas
posteriores a la inmunocitoquimica. Los buffers utilizados para la dilucion son
idénticos. EIl otro tipo de control es el de tejido, que pueden ser negativos y positivos.
Para los controles negativos el tejido se procesa en forma idéntica al estudiado en el
espécimen pero debe contener el antigeno buscado. En algunos casos sera ventajoso
que este tejido de control coloree positivo en forma marginal para determinar no sélo
la presencia del antigeno, sino ademas cualquier pérdida de sensibilidad del anticuerpo
(Boenisch y cols., 2002)
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APENDICE B.
Escala Tarlov.

Los grupos de tratamiento para 6 h fueron habituados dos dias antes de la
perfusion a la sala de cirugia durante dos horas a partir de las 9 h (de 9 a 11 h). A esa
hora fueron devueltas al bioterio. Posterior a 6 h de la cirugia se midio su nivel de
motricidad con la escala Tarlov. Esto con la intencion de que se encontraran
recuperadas de la operacion y no presentaran efectos anestésicos durante las mismas.
Mientras que para los grupos de tratamiento de 24 h se les habitué de 9 a 11 h a la sala
de cirugia dos dias antes de la perfusion. A las 11 h fueron devueltas al bioterio. Se les

midio de igual manera escala Tarlov 24 h después de la cirugia.

Una vez recuperadas, a las 6 h y 24 h posterior a la cirugia se les realizé la
prueba de motricidad por 5 min en base a la escala propuesta por Tarlov, la cual mide
los movimientos de las extremidades inferiores (patas traseras) en caso de lesiones por
contusion para evaluar el dafio y de esta manera observar sintomas del dafio primario

secundario a nivel motor y autbnomo.

ESCALA .
TARLOV FUNCION MOTORA
0 Paraplejia espastica sin movimiento de las extremidades inferiores.
1 Paraplejia espastica y movimiento ligero de las extremidades inferiores.
2 Peugefios movimientos de las extremidades inferiores pero incapaz de
soportar su peso.
3 Capaz de sostenerse pero incapaz de caminar normalmente.
4 Recuperacion completa o locomocién normal.

Escala Tarlov para clasificar la funcion motora de las extremidades inferiores (Tomado de
Kazama Sy cols., 2001)

Los animales de los grupos de lesion espinal de 6 h y 24 h se ubicaron en el
grado 2 de la escala de Tarlov; es decir, paraplejia parcial. Los grupos de animales

Intactos y Sham presentaron grado 4.
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APENDICE C.

Tablas de medias con error estdndar en cada capa analizada de la corteza

cerebelar.

Expresion de Fos (tabla 1) en la capa granular del vermis perteneciente a ratas Control

(n=6), Sham (n=5) y Lesion espinal (n=6) posterior a las 6 horas de la Lesion Espinal.

Lébulo

© 0O N o o B~ w N P

10

Intacto

Grupo
Sham

Lesion Espinal

Media = error s.
119.00 + 25.48
146.00 + 43.71
123.53 + 40.82
120.69 + 48.06
236.78 +54.72
259.86 +48.21
224.06 + 24.29
244.05 + 53.55
321.11 +39.37
247.94 +52.83

Media + error s.

130.47 + 28.97
153.03 +32.29
118.43 +16.52
139.53 +31.91
304.23 +48.39
318.50 + 30.39
282.33 +£36.18
291.83 +36.42
259.83 £45.03
273.23 £ 59.36

Media = error s.
220.22 + 27.81*
234.67 +51.57
188.67 + 31.60
208.22 + 40.02
400.67 + 35.67*
394.64 +41.98
419.97 + 33.28**
395.05 +44.78
447.81 + 48.00*
456.14 + 21.57**

Muiltiples.

Tabla 1. La prueba MLG mostr6 diferencias significativas entre los grupos. *
significativamente diferente al L6ébulo del grupo Control, p<0.05, ** significativamente

diferente al Lobulo del grupo Control, p<0.01 con la prueba pos-hoc Contrastes
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En la siguiente Tabla 2 se presentan las medias y los errores estandar para cada

I6bulo en los diferentes tratamientos a las 6 horas después de la Lesion Espinal con

respecto a la expresion de Fos dentro de la capa de Purkinje.

Grupo
Lobulo Intacto Sham Lesion Espinal
Media = error s. Media + error s. Media = error s.

1 6.78 +1.87 6.27 +0.48 11.44 +1.37*

2 12.78 +£3.81 1423+ 2.74 2192 £3.91

3 9.72 +2.23 10.20 + 2.45 13.53+0.84

4 12.67 £2.78 11.00 +2.92 20.28 £ 2.96

5 20.50 £ 1.65 20.83 £ 2.82 26.50 £ 2.54

6 20.44 + 2.46 22.56 +1.92 27.72 £ 2.37

7 17.72 £ 2.74 18.53 +1.06 26.25 + 2.15**

8 19.36 £ 1.59 16.00 £ 1.97 24.64+1.91

9 14.39 + 1.59 13.40 + 0.97 21.03 £ 1.90*

10 10.97 £ 2.12 10.43 +1.86 15.00 £ 2.85
Tabla 2. La prueba MLG mostré diferencias significativas entre los grupos. *
significativamente diferente al L6ébulo del grupo Control, p<0.05, ** significativamente
diferente al Lobulo del grupo Control, p<0.01 con la prueba pos-hoc Contrastes
Multiples.

A continuacion se muestra la Tabla 3 donde se ven las medias y los errores

estandar en la expresion de Fos dentro del Nucleo Fastigiado:

Grupo

Intacto Sham Lesion Espinal

Media + error s.
60.03 +5.73

Media + error s.
42.73 +10.83

Media * error s.
46.19 + 9.97

Tabla 3. Expresion de Fos en el Nucleo Fastigiado del cerebelo a las 6

horas posterior a la Lesion Espinal.
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La Tabla 4 muestra las medias y los errores estandar para cada l6bulo en los

diferentes tratamientos a las 24 horas después de la Lesion Espinal con respecto a la

expresion de Fos dentro de la capa granular.

Lébulo

© 0O N o o B~ w N

10

Intacto

Grupo
Sham

Lesion Espinal

Media =+ error s.

214.03 = 49.45
177.44 + 47.35
141.00 + 37.66
164.78 +36.51
348.55 +43.12
351.56 +40.38
332.17 + 66.64
322.08 + 59.64
309.56 +54.11
347.14 + 60.98

Media + error s.

182.50 + 37.35
150.26 + 44.58
87.99 +29.71
137.46 + 35.61
300.03 + 39.06
349.03 +35.20
292.43 + 55.43
271.06 +47.98
327.26 £ 25.80
291.79 + 46.09

Media + error s.
310.03 = 46.65
312.14 + 49.14

262.81 £ 33.70*

365.94 + 43.35**
433.61 +16.43
418.14 + 14.83
427.78 + 23.99
416.19 + 19.70
381.67 = 28.00
397.86 = 50.15

Multiples.

Tabla 4. La prueba MLG mostr6 diferencias significativas entre los grupos. *
significativamente diferente al Lébulo del grupo Control, p<0.05, ** significativamente

diferente al Lobulo del grupo Control, p<0.01 con la prueba pos-hoc Contrastes
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La Tabla 5 que se muestra a continuacion contiene las medias y los errores

estandar para cada I6bulo en los diferentes tratamientos a las 24 horas después de la

Lesion Espinal con respecto a la expresion de Fos dentro de la capa de Purkinje.

Grupo
Lobulo Intacto Sham Lesion Espinal
Media + error s. Media + error s. Media + error s.

1 11.56 + 3.25 9.07+2.22 12.72 £ 3.34

2 17.97 £3.35 18.53+2.18 25.64 *+ 3.45

3 16.75 £ 4.61 14.97 + 2,53 17.56 + 4.67

4 18.14 + 3.66 17.93+1.94 18.92 + 3.98

5 21.14 +2.28 2457+ 2.15 27.78 £ 2.29

6 20.92 +2.05 24,57 £ 3.05 24.22 +3.71

7 17.64 £ 3.19 18.97 +1.89 22.67 £ 3.56

8 18.42 +£2.79 19.20+2.14 22.75+2.36

9 18.44 +2.16 16.77 + 2.61 19.42 +3.28

10 11.19+1.87 15.07 + 2.89 15.39+4.78
Tabla 5. La prueba MLG no mostr6 diferencias significativas entre los grupos al Lébulo
del grupo Control, p<0.05 con la prueba pos-hoc Contrastes Multiples.

Se muestra a continuacion la Tabla 6 donde se ven las medias con su error

estandar con respecto a la expresion de Fos en el Nucleo Fastigiado:

Intacto

Grupo

Sham

Lesion Espinal

Media * error s.

Media + error s.

Media + error s.

44.46 +7.82

48.50 = 8. 17

67.69 = 1.20*

prueba pos-hoc Contrastes Mdltiples.

Tabla 6. La prueba MLG mostré diferencias significativas entre los grupos. *

significativamente diferente al Lébulo del grupo Control, p<0.05 con la
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