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Tanto en humanos como en animaies se ha visto que después
de un accidents cerebrovascular ocurre una gran variedad de secuelas
neuroconductuales, debido a la reduccién o interrupcion del flujo
sanguineo, que impide el abastecimiento de oxigeno y glucosa,
esenciales para mantener en equilibrio las funciones celulares. Una
de éstas secuelas es la hemiplejia (incapacidad para realizar
movimientos voluntarios).

En ol presente trabajo se reprodujo el modelo de isquemia
fototrombética en la corteza motora de ratas provocando una hemiplejia
cortical, el déficit motor se evalu6 por medio de la prueba de
marcha coordinada. Se analizaron los cambios morfolégicos con
marcadores para la proteina Bcl-2 y la expresiébn de la proteina
acldico fibrilar glial (GFAP). :

El objetivo fue establecer una hemiplejia por medio de una
lesién fototrombética, comparar animales que fueron entrenadas
antes y después (grupo 1, n= 9) con animales que solo fueron
entrenadas antes de la lesién (grupo 2, n=8), y con un grupo control
(n=7). Se utiliz6 un diseflo experimental A-B-A. Se trabajé con
ratas Wistar macho de 250 -300g.

Los resultados obtenidos muestran que es posible establecer
una hemiplejla con el modelo de fototrombosis. El tamafio de
lesion asi como la densidad en la expresion de la proteina GFAP es
mayor en el grupo 1 que enel grupo 2, sin embargo solo existen
" diferencias estadisticamente significativas con el grupo control
(p<0.001). En cuanto la expresion de la proteina de Bcl-2, se
observaron células marcadas en corteza cingulada, zona de penumbra,
giro dentado e hipocampo. En base a los resultados obtenidos se
concluye que el modelo de fototrombosis es altamente reproducible,
y ofrece la ventaja de no ser un modelo tan invasivo permitiendo asi
una mejor aproximacién a las condiciones de dafio cerebrovascular
en humanos.
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El sistema nervioso central desempefia un papel fundamental en la
regulacién de todos los procesos fisioldgicos y en el enlace que existe entre el
organismo y el medio que le rodea. Cuando el funcionamiento es alterado por
algun tipo de lesién, el sistema se modifica activando procesos que le permiten

recuperarse del dafio producido y de la aliteracion de las funciones llevadas a
cabo antes de la lesion.

El grado del dafio producido depende de factores como el tipo de lesion, la
magnitud de! &rea dafiada, la edad del sujeto y la capacidad del organismo
para recuperarse, Entre los eventos que ocurren después de una lesion
rapida y repentina (v.g. traumatismo) se encuentra la ruptura de la barrera
hematoencefalica (encargada de proteger al cerebro de fluctuaciones fisico-
quimicas de la sangre y de mantener su homeostasis), dando lugar a
hemorragias debido al rompimiento de vasos sanguineos, e impidiendo asi,
el abastecimiento de oxigeno y glucosa. Esto a su vez da lugar a procesos de
isquemia/hipoxia e hipoglicemia de la zona traumatizada. Durante las 24 hrs
sigulentes a la lesion, se observa necrosis celular y degeneracion glial, activando
a los macréfagos (células encargadas de fagocitar fragmentos de mielina y
otros residuos). Algunas neuronas que se encuentran cerca de la lesién entran
a procesos apoptoticos (muerte celular programada). Las células nerviosas
daiadas forman una cavidad que poco a poco se ve invadida por células gliales
formando asi una cicatriz glial. '

I. ISQUEMIA CEREBRAL

El cerebro recibe su suministro de sangre de las arterias carétidas
internas y de las arterias vertebrales. La arteria carétida interna entra por
la base del cerebro y se ramifica en un gran numero de arterias, de las
cuales sobresalen dos: la arteria cerebral anterior y la arteria cerebral
media. Cada unade ellas Irriga la porciébn media y anterior de la corteza,
respectivamente. Por su parte, las arterias vertebrales entran por la base
del cerebro y se unen para formar la arteria basilar. Después de
ramificarse en pequefias arterias, que también Iirrigan el cerebelo, la
arteria basilar da origen ala arteria cerebral posterior, la cual irriga el
16bulo temporal y el l6bulo occipital posterior (Kolb Y cols., 1996). Asi entonces,
el flujo sanguineo que necesita el cerebro para mantenerse activo proviene
de las arterias carétidas vertebrales e internas.

Es por esta via porla que el cerebro satisface sus requerimientos de
energia que provienen casi exclusivamente del metabolismo oxidativo de la
glucosa y del oxigeno, ambos continuamente abastecidos por la sangre.
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Cuando ocurren periodos cortos de decremento del flujo sanguineo en el cerebro
pueden dar lugar al insuficiente suministro de oxigeno y glucosa, poniendo en
peligro a las células de dafiarse. A este fendmeno se le conoce como Isquemia
cerebral, en la que hay una discrepancia temporal entre las necesidades
metabdlicas de las neuronas y el suministro de sangre que contiene oxigeno y
otros nutrientes, que puede ser insuficiente y por tanto alterar alguna funcién
cerebral (Tooley cols., 1990).

La reduccidn critica de flujo sanguineo puede ser clasificada en isquemia
completa o incompleta. Desde un punto de vista anatémico ésta puede ser
global o focal. Si bien es cierto que en ambas hay una reduccién en el suministro .
de sangre, los eventos metabdlicos que ocurren en cada una son diferentes,
aunque en ambas se pueden producir dos tipos de dafio celular. En el primero,
el dafio es suficiente para matar a las neuronas sin afectar células gliales o
células vasculares. En este tipo de dafio, la necrosis neuronal usualmente
abarca a poblaciones neuronales selectivas, entre las que se encuentran las
células piramidales del hipocampo y neocorteza, y neuronas del caudado

putamen, el tdlamo, y otros nucleos subcorticales (Smithy cols., 1984; Pulsinelli
y cols., 1982).

En la isquemia focal, la destruccion celular es suficiente para producir
una densa necrosis laminar, afectando células vasculares y gliales. En ocasiones,
la duracion de la isquemia determina si el dafio afectara unicamente neuronas,
o si progresivamente provocard micro o macroinfartos, -por ejemplo en un
coma hipoglicémico (si es suficientemente prolongado) se producira atrofia
cerebral y dafio neuronal selectivo sin presencia de infarto y sin afectar células
gliales o vasculares (Siesjo y cols., 1988).

La falta de oxigeno durante la isquemia se puede deber a la reduccién
o al aumento en la demanda de este. La reduccidon, puede ser consecuencia
de alteraciones en los vasos coronarios {(ateroesclerosis, trombaosis, embolia,
vasoespasmo O agregacion plaquetaria) o de alteraciones en la presion de
perfusion coronaria. Por otro lado, -el incremento en la demanda se debe a
la alteracién de factores metabdlicos. '

Entre los factores metabdlicos se encuentra la estimulacion beta
adrenérgica (catecolaminas), y el rompimiento de proteinas y lipidos, como
consecuencia del incremento del influjo de Ca?* a la célula. Lo cual podria
afectar las funciones membranales y del citoesqueleto, causando
eventuaimente la muerte celular (Siesjé y cols., 1988). :



Después de la interrupcidén total de flujo sanguineo cerebral, casi
inmediatamente hay un cese en la produccidn mitocondrial de ATP (adenosin
trifosfato) debido a la falta de oxigeno. El rompimiento anaerébico de glucosa
conlleva a la acumulacion de lactato y por tanto a una acidosis metabdlica. En
estudios de isquemia completa en rata, los almacenes de ATP se reducen
alrededor del 90 % después de 3 minutos (Ljunggren y cols.,, 1974). La
acumuiacién de lactato depende de los niveles pre-isquémicos de glucosa y
glucégeno. Durante la isquemia completa se han encontrado niveles de lactato
en el tejido de 12 a 13 micromoles/gramo, mientras que en un modelo de
isquemia focal, con un suministro de glucosa constante, los niveles de lactato
llegan a 30 micromoles/gramo (Nordstrom y cols., 1978).

Se ha propuesto que el foco de la isquemia esta dividido en tres zonas,
con diferentes funciones metabdlicas y hemodinamicas: (1) zona central de la
isquemia, en la cual puede haber de cero a un minimo flujo sanguineo cere-
bral, usualmente abajo de 10 ml/100g por minuto. (2) zona de penumbra, en
ésta, el flujo sanguineo y el metabolismo fluctian entre condiciones adversas o
favorables para la sobrevivencia deil tejido, e! flujo sanguineo cerebral se
encuentra abajo de 15 mi/100g por minuto, lo cual hace que el tejido de esta
zona sea susceptible de infarto si llega a niveles por abajo de los 10 m!/100g
por minuto. La perfusion residual de esta drea suministra suficiente oxigeno
para mantener concentraciones de ATP cerca de los niveles normales, pero es
insuficiente para mantener bajos niveles de lactato. El metabolismo y flujo-
sanguineo de la zona de penumbra, no siempre causan infarto del tejido, pero
si pueden producir disfuncion o dafio neuronal selectivo. (3) zona colateral, en
la cual el tejido se mantiene casi intacto (Welch y Barkley, 1986).

Un buen entendimiento de los procesos que ocurren en la isquemia,
sobre todo en la zona de penumbra, es importante para proponer métodos
y/o tratamientos que ayuden a delimitar el dafio producido por la lesién.
Como se puede observar dicha zona puede ser en parte {a responsable de que
el infarto avance o se detenga y con ello los dafios funcionales que puedan
estar involucrados.

1.1 ISQUEMIA GLOBAL

La isquemia global usualmente es producida por una repentina y severa
reduccién en la presion arterial, como puede ocurrir durante un infarto al
miocardio. Si esto persiste por mas de 5 minutos, se produce dafio cerebral,
particularmente en la materia gris. Cuando hay paro cardiaco, el metabolismo
y el flujo sanguineo se reducen a la mitad. Seis horas mas tarde se empieza
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a elevar, creando un estado de relativa hipertermia que persiste por lo menos
60 horas. Después de un estado de coma se manifiesta el dafio cerebral,
aunque no persista la isquemia global. Cuando el flujo sanguineo disminuye
notoriamente se produce daiio irreversible por ejemplo: la reduccién a 20 mi/
100g/min provoca cambios electroencefalograficos, si éste disminuye a niveles
de 15 ml/100g/min ya no se pueden obtener respuestas somatosensoriales, y -
si los niveles decrementan hasta 10 mi/100 g/min ocurre la muerte neuronal
(Toole, 1990). '

1.1.1. Modelos experimentales de isquemia giobal

Los modelos animales de isquemia, pretenden reproducir un dafio similar
al que se produce durante un accidente vascular cerebral en el ser humano, -
con el fin de estudiar los procesos de degeneracién y asi proponer alternativas
terapéuticas. Se han descrito modelos tanto para isquemia global como para
isquemia focal. En las siguientes lineas describiré mas detalladamente los
modelos utilizados para producir isquemia. El diagrama 1 muestra la
vascularizacion del cerebroy algunos de los modelos descritos en las siguientes
lineas, tanto para la isquemia global como para la isquemia focal.

a) Ligadura bilateral de Ia arteria carétida comdn. Reduce o elimina
el flujo sanguineo de ambos hemisferios, caracteristica de isquemia global,
que conduce al infarto cerebral masivo e hinchamiento cerebral (edema). La
relevancia de esta aproximacidén es cuestionable porque no es paralela a las
condiciones humanas a menos que se hable de estranguiacién o manipulaciones
quirargicas. En el humano la isquemia global es tipicamente consecuencia de
infarto del miocardio, hipotensién o fibrilacién ventricular (Molinari y Lauren,
1976).

Esta técnica se ileva a cabo por el aislamiento de la arteria cardtida
comun a través de una incisién sobre la superficie ventral del cuello o garganta.
Las glandulas salivales son movidas lateralmente exponiendo la arteria carétida.
Tanto el nervio vago como el nervio simpatico son separados de la arteria
carétida comin, para que ésta sea ligada transitoriamente (Karpiak y cols.,
1989).

b) Oclusién del sistema arterial vertebrobasilar por oclusién
de cuatro arterias. Pulsinelll y Brierely (1979) propusieron un modelo que
involucra la oclusién bilateral temporal del la arteria carétida comun junto con
una oclusidn bilateral permanente (por electrocauterizacion) de las arterias
vertebrales en la rata. La coagulacién de la arteria vertebral es bajo anestesia,
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en la cual se colocan electrodos dentro del caivarium de ia rata, mismo que
puede ser monitoreado durante la oclusién de la arteria carétida comuin. Si el
EEG esta isoeléctricamente en cero, entonces la oclusiéon quirirgica de las’
arterias vertebrales se considera exitosa. La ocurrencia de la oclusién bilateral
de la arteria vertebral en el humano es rara y el prondstico de este tipo de
isquemia generalmente es bueno.

c) Isquemia unilateral hemisférica. La isquemia global unilateral
hemisférica puede ser realizada en roedores de Mongolia (gerbos) porque
muchos (no todos) tienen incompleto el circulo de Willis (sistema vascular que
comunica ambos hemisferios), lo cual permite que se realice una ligadura unilat-
eral completa o incompleta de la arteria carétida comiin. Este tipo de cirugia
proporciona la ventaja de que el mismo animal a quien se le aplique la cirugia
funciona como su propio control (Karplak y cols., 1989).

En los modelos antes mencionados existe un patrén de daiio difuso en el
cerebro, observandose muerte neuronal en zonas selectivamente vulnerables
que incluyen las neuronas piramidales de CA1 en el hipocampo, neuronas de
la corteza cerebral y las del estriado dorsolateral. Lamentablemente la extensiéon
de la lesion en este tipo de isquemia es variable, lo cual trae serios problemas
metodolégicos al analizar el dafio sufrido.

1.2 ISQUEMIA FOCAL

La progresion relativamente lenta de la isquemia focal en el cerebro estd.
correlacionada con la eficlencia del suministro de sangre por vasos sanguineos
colaterales. En muchos aspectos la anatomia del sistema cardiovascular del
humano y de las ratas son similares (Sheldon y cols., 1979), aunque, a diferencia
de humano, en ia rata ias arterias cerebraies y ias venas cas! nunca viajan
juntas pero se conectan a través de una compleja red de capilares; esta escasez
de comunicaciones directas y la existencia de numerosas uniones entre sus
ramificaclones (anastomosis) crean una considerable redundancia, haciendo
mas dificil producir una isquemia focal completa por oclusién de una arteria
(Scremin y cols., 1995).

El dafio producido por la isquemia focal no se limita al punto en el que fue
producida, sino que éste se extiende a las zonas marginales (Tamamura vy
cols., 1981; Toole, 1990) donde se desarrolla entre las 12 y las 72 hrs
subsiguientes. Por ejemplo, después de 1a oclusion de la arteria cerebral me-
dia, entre otras alteraciones asociadas a la isquemia, durante las primeras
horas, ocurre cicatrizacidn glial y fagocitacién en la zona cerebral focal
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(estriado); de 24 a 72 hrs después ocurre dafio en la zona de penumbra
(corteza crebral), dos semanas después, se observan cambios en el neurépilo
y degeneracién en zonas alejadas de la zona central de lesién; tres meses
mas tarde se puede ver la propagacién del dafio y como resultado de ésta,
atrofia del tdlamo, seis meses después, hay una deformacion del cerebro
(Tamamura y cols. 1981).

Los Ataques de Isquemia Transitoria (TIA), que son isquemias pequeinias
y de rapida disolucién, dan lugar a episodios de déficit neuroldgico focal,
secundario a un inadecuado suministro de sangre transitorio de menos de 24
hrs. de duracién y que no deja secuelas. Por lo que los TIAs son reconocidos
como factor de riesgo de infarto cerebral. Aunque las causas de TIAs son
muchas, la mds comin es la arteroesclerosis. La agregacién de fibrina, plaquetas
o cristales de colesterol puede dar lugar a microembolias (Toole y cols., 1990).

1.2.1. Mod_elos experimentales de isquemia focal

En cuanto a los modelos experimentales de isquemia focal, se han
desarrollado distintos métodos. Algunos ofrecen grandes ventajas y semejanzas
con la isquemia humana, sin embargo no todos son costeables o faciles de
reproducir. Los modelos que mas se han explotado son los de roedores, debido
a que su reproduccién asi como su manutencidn son econdmicas, estos son los
mas indicados para el estudio de accidentes cerebrovasculares.

a) Oclusién de la arteria cerebral media. La oclusion puede ser
permanente o transitoria, con ayuda de electrocoaguladores o por una ligadura
colocada en algun punto de la arteria (Tamamura y cols., 1981). Cuando es
permanente se electrocauteriza la arteria cerebral media en la regidn préximal
al origen de las arterias laterales lenticuloestriatales y cuando la oclusién es
transitoria se colocan clips quirdrgicos o suturas en la arteria cerebral media.

En este método se requiere hacer un-trépano en el cerebro del animai
experimental, localizar y manipular directamente la arteria a lesionar, con lo
cual se corre el riesgo de dafiar el tejido aledafio a la misma, ademas de que
hay gran variabilidad en el sitio y extension de ia lesién dependiendo del punto
donde se ocluye la arteria.

b) Oclusién de Ia arteria cerebral anterior. Aunque no es muy comun
que ocurra este tipo de isquemia en el humano, cuando se llega a presentar,
va acompaiiada de pérdidas funcionales como: disfuncién emocional,
incontinencia urinaria, hemiplejia contralateral y/o pardlisis espastica (Critchley,
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1930). Se ha especuiado que la falta de disfunciones neurolégicas, después
de una lesiéon de este tipo, probablemente se debe a la compensacién por la
vasculatura del sistema cerebral medio que permanece intacto. Esta ociusién
se hace en-la arteria principal mas préxima al . cuerpo calloso, o en alguna.
rama de la arterla cerebral anterior.

c) Isquemia fototrombética. En este modelo de isquemia cortical
fototrombética, descrita por Watson y cols, en 1985, se han aplicado los
principios de las reacciones fotoquimicas, que mas adelante seran descritas.
La técnica consiste, basicamente, en la reaccion entre una longitud de onda
determinada (550 nm) y un colorante organico (rosa de bengala) inyectado
por via intravenosa. La reaccidn se produce al irradiar una zona cerebral, a
través del craneo, con luz de 550 nm de longitud. Dicha reacciéon produce un
dafio endotelial local que activa la agregacion plaquetarla que eventualmente
formaran trombos (ver adelante).

Esta técnica ofrece grandes ventajas sobre el modelo.de oclusién arterial
ya que se trata de un método no
invasivo, que permite controlar el
tamarfio de la lesién y se puede

estudiar la histopatologia y las 1

alteraciones funcionales asociadas

a la lesién de pequefias regiones trradiacién de juz Rosa de Bengala
corticales. En ocasiones la (sobre el créneo) (via intravenosa)
isquemia cerebral es asoclada a Na -

procesos trombéticos, y de ahi

Reaccién fotoquimica
surge la importancia de contar con l 2d ]

un modelo animal con un v
componente tromboético. Mas I Generacién de oxigeno 1
adelante se describira v
detaladamente los principios de

la isquemia fotoqimica y su l Daflo endotelial ]
utilizacién en el modelo de v

isquemia fototrombética. En la [ Agregacion plaguetaria 1
figura 1 se esquematiza Ila v
secuencia de eventos que dan

lugar a la formacién de un )
trombo por una reaccibén
fotoquimica.

Fig. 1 Tomado de De Ryck, 1997
con modificaciones.
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2. PRINCIPIOS DE LA FOTOQUIMICA

La fotoquimica estudia los efectos de la energia radiante sobre las
reacciones quimicas. Los d&tomos y moléculas absorben Unicamente un cuanto
(paquete de energia intercambiable) de luz, si la radiacién es suficientemente
grande se puede conducir a un estado de excitacién de particulas y producir
una disociacién de las mismas.

Existen dos formas por las cuales la energia de &tomos y moléculas pueden
reaccionar, unaes la fotoquimica y la otra es la agitacién térmica. La diferencia
entre las dos radica en la fuente de energia externa, en la primera esluzy en
la segunda es el calor. La velocidad de la reaccién térmica depende Gnicamente
del cambio de temperatura, mientras que en la reaccidén fotoquimica, la
velocidad se modifica al variar la intensidad de luz usada en la irradiacién. En
esta ultima el naimero de moléculas activadas depende de la intensidad y de la
frecuencia de la luz irradiante. La concentracién de las moléculas activadas
serd proporcional a la intensidad luminosa a la que el reactivo se haya expuesto. .
Con fuentes de luz suficientemente intensas, es posible lograr velocidades de
reacciéon a temperaturas ordinarias que resultarian, s6lo térmicamente, a
temperaturas considerablemente elevadas (Metz, 1991).

Cuando una molécula absorbe radiacion, es decir, cuando esta activada,
puede emitir la energia como fluorescencia o puede colisionar con otra molécu-
la a la cual pasa su energia de excitacién. En este dltimo caso, el producto de
la colisidbn puede ser otra particula activada, una molécula nueva, o puede
ocurrir una reaccion fotosensibilizada, en ia cual la molécula absorbente se
disocia. En la mayoria de las reacciones fotoquimicas que comprenden molé-
culas, el primer paso es la disociacién de alguna molécuia en atomos, molécu-
las mas simples, o radicales libres, que por interaccion posterior continuan la
secuencia de la reaccion (Marony Pruton, 1990).

Para medir la velocidad de una reaccion fotoquimica es necesario irradiar
una mezcla o compuesto quimico con luz de una longitud de onda seleccionada
y observar la forma en que la concentracién de los reactivos varian con el
tiempo. Las fuentes de luz usadas dependen del Intervalo espectral que se
desea usar e incluyen lamparas de filamento, arcos de carbén y metal y diversos
tubos de descarga de gas. El efecto de la temperatura es muy distinto en las
reacciones térmicas que en las fotoquimicas. Mientras que en la primera un
incremento.de 10% en la temperatura conduce generalmente a una duplicaciéon
o triplicacidn de la velocidad de reaccién, en las segunda el mismo incremento
de temperatura produce una elevacién muy pequeiia en la velocidad de reaccién
(Maron y Pruton, 1990).
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Fig. 2 Etapas de la formacion del trombo plaquetario tomado de Guyton, 1995 con modificaciones.

Asi, en el modelo de fototrombosis se han aprovechado estas diferencias
para que la reaccion producida entre el colorante organico rosa de bengala
combinado con la'sangre y la luz de 550 nm, sea exclusivamente quimica y no
térmica.

2.1 PRINCIPIOS FOTOQUIMICOS Y DANO CEREBROVASCULAR

Las plaquetas junto con los eritrocitos y los leucocitos son elementos
celulares de la sangre, miden de 2 a 3 micras aproximadamente, contienen
una sustancia llamada tromboquinasa, que participa en el proceso de coagulacidon
sanguinea. En condiciones normales, cuando la sangre circula por los vasos
sanguineos no se coagula, sélo en algunas patologias -como en un proceso de
isquemia-. En el interior de los vasos se forman coagulos, denominados trombos,
que obturan los vasos (fig. 2).En el proceso de coagulacion participan el
fibrindgeno (se encuentra en el plasma sanguineo), la protrombina (precur-
sor), sales de calcio y la tromboquinasa (contenida en las plaquetas). La
coagulacion se lleva a cabo cuando las plaquetas dejan en libertad a la
tromboquinasa, la cual en presencia de sales de calcio y de algunas otras
sustancias, transforman el precursor inactivo, protrombina, en precursor activo,
trombina. El fibrindgeno disuelto en el plasma, se transforma por accion de la
trombina en una sustancia soélida, la fibrina. Con ello, se constituye el codgulo
compuesto de hilos de fibrina entrelazados, mas los elementos propios de la
sangre (Tatarinov, 1996).
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La participacién de la agregaciéon plaquetaria es uno de los eventos
Iniciadores de un dafio isquémico (Watson y cols., 1985; Moroni y cols., 1993;
Jacobs y cols.,1996; Schiene y cols., 1996). Con el rompimiento del endotelio
vascular, las plaquetas se adhieren al colageno subendotelial expuesto en e!
sitio lesionado, cuando éstas son activadas se incrementa la vasoconstriccion,
haciendo posible la accién del fibrindgeno sobre las plaquetas, deteniendo
temporalmente el flujo sanguineo (Toole, 1990). :

Después de la administracidn de un colorante fotosensible (rosa de bengala)
se produce el dafio endotelial local con la acumulacién de plaquetas debida a
la irradiacidn de luz con una longitud de onda de 550nm.

La alta especificidad de la respuesta plaquetaria es aparentemente
estimulada por la discontinuidad endotelial por microruptura de la superficie
luminal (Watson y cols., 1985).

El dafio fotosensibilizado es inducido por la unién del rosa de bengala
al endotelio, a través del cual se produce un estado de transicién electroténico.

La energia electrénica de esta transicion es secuestrada en forma de oxigeno-

molecular reactivo en la membrana, y asi se transfiere directamente a los
componentes endoteliales. Una vez que se ha producido et dafio por oclusion
fototrombadtica, la recirculacién se inicia aproximadamente una hora después
{Watson y cols., 1985).

2.2 CAMBIOS CELULARES POST-LESION

Una lesion cerebral puede ser causada de diversas maneras, por una
herida penetrante, por la ablaciéon del tejido, por un proceso isquémico o por
la realizacibn de una cavidad de cualquier tamaiio. Debido a la
degeneraciéon del tejido que rodea ala lesion hay acumulacion de fluidos,
e hinchamiento. La cavidad se puede expander y después contraerse. El
hinchamiento producido puede causar distorcidn del tejido y que los ventriculos
se expandan para compensar la pérdida del volumen.

Las células que rodean el sitio de lesion (proximales) no son las unicas
que sufren las consecuencias, también hay repercusiones en las células
que se encuentran alejadas de éste (distales), regularmente se trata de
células que inervan la regién, o que eran Inervadas por las mas préximas.
Estos cambios pueden provocar fa muerte del tejido, por medio de un
proceso {lamado degeneracién, obligando al organismo a reorganizar sus

funciones y a activar mecanismos que le permitan adaptarse alas nuevas

condiciones.
) 17
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2.2.1 ACTIVACION GLIAL

Por medio de estudios en los que se utiliza el marcado del tejido,

se ha observado que el area lesionada contlene pequeiias células.. gIIaIeS‘ ‘o
(astrocitos y microglia) cubriendo . la’ zona, .éste proceso F,se,leﬂlia_ma,:

gliosis.

Aproximadamente una hora después de lnlclado el daﬁo, el.- tcjldo_

que rodea la cavidad se compone por células dafiadas, muertas y
normales. Durante las primeras 24 hrs las células gliales (astrocitos y
microglia) infiltran el area para remover los restos de tejido. durante 30
7 dias posterlores nuevos capilares proliferan en el area. Este proceso
puede continuar por muchos mases hasta gue s2 eliminz tcdos lics rastos
y solo queden Ias células gliales (Kolb y cols., 1996).

El papel que juegan las células gliales en el SNC después de ser
lesionado, no es del todo claro. Se ha propuesto que su activacién puede
jugar un papel neuroprotector o neurodestructor (Stoll y cols.,1998; Chao y
cols., 1995). .

Uno de los mecanismos de la glia que puede ser benéfico para |las
neuronas después del dafio es debido a su capacidad fagocitica, es decir,
cuando la microglia reactiva entra en contacto con neuronas dafiadas
remueve las neuronas muertas y limita el crecimiento de los agentes
infecciosos. Por otro lado se ha visto. que los astrocitos juegan un
papel crucial enel S.N.C. al mantener la homeostasis del pHy la regulacién
del aporte de glucosa.

Aunque los mecanismos precisos por los cuales las células gliales
medlan el dafio neural son desconocidos, se ha sugerido su habilidad

para liberar sustancias neurotoxicas como: radicales libres (involucradosen

la patogénesis de la necrosis en el S.N.C.) o glutamato (neurotransmisor
excitador, que aunque se sabe que su liberacién mantiene funciones como
la cognicién, la memoria, el movimiento o las sensaciones, la liberacién
excesiva puede contribuir al dafio neuronal (Ko!b y cols., 1996).

Dado que es practicamente inevitable que el proceso de muerte celular
se active en una lesiéon, nos detendremos a estudiar Ias consecuencias y
alteraciones que subyacen a ésta.
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3. MUERTE CELULAR

Contrariamente a lo que regularmente se piensa, uno de los procesos
fundamentales para la supervivencia de un organismo es: la muerte. La salud
de ios organismos pluricelulares, incluidos los humanos, depende no sélo de
que el cuerpo sea capaz de producir nuevas células, sino también de que
éstas sean capaces de autodestruirse cuando ya no son necesarias o cuando
sufren una alteraciéon, como ocurre durante un proceso isquémico, que provoca
un insuficiente suministro de oxigeno y glucosa.

Anteriormente el concepto de muerte celular era concebido como
patoldgico, especificamente en el contexto de enfermedad (Martin y cols.,
1998). Ahora se sabe que la muerte celular (o la ausencia de muerte celular
apropiada) tiene importancia tanto patoldgica como fisiolégica y que existen
dos mecanismos por los cuales una célula puede morir, necrosis y/o apoptosis.
Estos no son mutuamente excluyentes e incluso podrian ser parte de un proceso
continuo (Lennon y cols., 1991; Kunimoto, 1994), Algunas de las caracteristicas
diferenciales que se han descrito se encuentran en la figura 3 .

Activa, cantrolada por un

programa genético

Se reduce

Fragmentacién

internucleasomal

Fragmentado

Conserva la impemmeabilidad

SISO1d0dY
SISOYI3N

ermanecen integros y no se

fusionan con lisasomas

Se conserva en los cuerpos
apoptéticos

Ausente

Fig. 3 Caracteristicas de la muerte celular apoptética y necrética
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La activacion de estos dos tipos de muerte depende de los acontecimientos
que ocurran en el medio. En las siguientes lineas expondré mas ampliamente
algunas de las caracteristicas mas sobresalientes de cada una de ellas.

3.1 NECROSIS

La muerte celular patoldgica (o accidental) es resultado de un dafio
extrinseco a la célula, que puede ser mediado por una perturbacién
medioambiental abrupta y un desajuste (asmético, térmico, toxico o traumético)
de la condiciones fisiolégicas dptimas para la célula (para una revisidn, consultar
Martin y cols., 1998). El proceso de necrosis involucra un rompimiento de ia
membrana celular y de integridad funcional de la céluia y una entrada masiva
de calclo y agua como consecuencia la desintegracién de ia célula.

\

Cuando el cerebro se lesiona severamente como ocurre en el traumatismo

repentino o en lafalta de oxigeno y glucosa como consecuencia de un accidente
vascular cerebral, ocurre un proceso de muerte necrotica en el cual la célula
no controla adecuadamente su balance idénico y se hincha. Hay reaccion
inflamatoria, es decir, infiltracién de macréfagos (encargados de fagocitar)
circulantes y otras células del sistema inmunitario, convergiendo en las células
necradticas y fagocitandolas. Aunque esto ayuda a limitar la lesién, en ocasiones,
también pueden llegar a lesionar el tejido normal de los alrededores (Ducke y
cols., 1997).

Durante la necrosis, hay agregaciones de la cromatina nuclear,
responsables de un oscurecimiento del nticleo o “picnosis”. En ocasiones también
puede observarse fragmentacidn nuclear. Los organelos que integran la
célula, se hinchan y el volumen celular aumenta considerablemente. Estos
camblos han sido asociados con alteraciones en el control osmético, que resulta
de una disminucién de ATP y la consecuente disfuncién de los transportadores
iénicos de membrana y un incremento en la permeabilidad membranal. .

Finalmente las membranas de los organeios celulares se fusionan y se
pierde la integridad de la membrana celular, permitiendo que el contenido
citoplasmatico se vacie al espacio Intersticial. La muerte por necrosis
generalmente va acompaiiada de una respuesta inflamatoria, seguida de un

proceso de cicatrizacién que en ocaslones se asocla al desarrollo de fibrosis.

Ninguno de estos cambios esta determinado genéticamente y resulta, mds
bien, de la pérdida de la sincronizacién funcional entre los procesos bioquimicos
y las estructuras macromoleculares que constituyen a la célula.
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3.2 APOPTOSIS

Cuando las células mueren por un mecanismo apoptético requieren-de .. ...
un gasto de energia, y a diferencia de la necrosis la célula no se hincha,: se . ::
encoge y se aparta de sus vecinas, -ésta generaimente.ha sido.definida de | ;
acuerdo a criterios morfolégicos y moleculares. : :

En una célula normal el citoplasma esta disperso y la cromatina nuclear
es heterogénea, su volumen es de 90 fl aproximadamente. Cuando la célula
entra a un proceso apoptético plerde un poco de. volumen y los organelos
citoplasmaticos son empaquetados. En esta etapa se forman pequefias
acumulaciones de cromatina (ADN cromosémico y proteinas) y los. cambios
membranaies que pueden conducir a la fagocitosis se hacen presentes. Al
poco tiempo, ia célula da la apariencia de que hierve, ya que se forman
burbujas en la superficie que desaparecen al tiempo que aparecen nuevas
burbujas. En este periodo la cromatina se encuentra condensada en ias paredes
de la envoltura nuclear, y el volumen celular ha disminuido a 70 fi.
Posteriormente, el nicleo se colapsa completamente y mds tarde se forman
pequefias esferas, es decir se divide. Finalmente, la célula continaa
fragmentandose formando cuerpos apoptéticos que posteriormente seran
fagocitados por otras células, previniendo el dafio que podria resuitar §l,\s_¢ _
iibera el contenido al espacio extracelular (Cohen y cols., 1993; Duckey cols.,
1997).

- kst dbug

3.2,1 MECANIEMOE MOLECUILARES DE A

\PODPTOSIS

El mecanismo-de la apoptosis ha sido altamente conservado a través de
la evolucidn animal, un cjemplo lo encontramos en el nematodo Caenorhabditis
elegans que ha sido usado para dilucidar algunos de los procesos genéticos en
la via de la muerte celular (Matsushita y cols., 1998), y en el que se han
clasificado muchos de los genes esenciales para la muerte celular apoptdética.

La apoptosis puede ponerse en marcha cuando la célula deja de percibir
sefiales quimicas, como factores tréficos o de sobrevivencia, que le permiten
comunicarse con otras, o cuando las células reciben érdenes contradictorias de
si deben o no dividirse (Ducke y cols., 1997).

La mayoria de las células, si no todas, fabrican una serie de proteinas, que
en clertas condiciones utilizan como armas autodestructivas, éstas son las
proteasas que se mantienen inactivas bajo condicilones normales y al activarse
destruyen otras proteinas y con ello a la célula. Mientras la célula es itil para
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el cuerpo, la maquinaria letal permanece silente, pero cuando es danada se
activa (Ducke y cols 1997).

Por otro lado, se ha visto que ia mitocondria participa en el estado .
efector critico de la apoptosis. Hasta el momento se conocen tres mecanismos
generales por los cuales la mitocondria  interviene en la apoptosis. 1)
Interrupcién del transporte de electrones, fosforilacién oxidativa, y produccién - @
de ATP; 2) liberacién de proteinas que disparan la activacién de la familiade "7 .
las caspasas; y 3) alteracién del potencial celular de 6xldo-reducc|6n

,-A,'.“’

Una de las famillas de proteinas que-participan de manera importantg.en ;.: *,',
la activacién de la apoptosis es el grupo de las cistein proteasas (enzlmas
encargadas de romper enlaces peptidicos de las proteinas), llamadas caspasas.
La funcién de los miembros de esta familia es distinta, algunos funcionan
como iniciadores del proceso de muerte y otros como efectores (responsables
del rompimiento proteolitico que conduce a la célula a la desintegracion).
Ademas de que tienen la capacidad de Inactivar proteinas que protegen a las
células contra la apoptosis, como el caso de la Bcl-2, que mas adelante sera
descrita. En el mamifero se han identificado 13 tipos de caspasas, y al igual
que en el nematodo tienen un papel distinto en {a apoptosis y l1a inflamaciéon
(Pulsinelli y cols., 1982).

Existen algunas proteinas que bloquean la apoptosis, mientras que otras
la promueven, la proporcidon entre unas y otras determinan la rapidez con que
se activa la apoptosis. Se ha propuesto que la proteina Bcl-2, tiene la capacidad
de inhibir la apoptosis y prolongar la sobrevivencia de las células que han
activado su programa de muerte (Jaw, y cols. 1995. Cuando esta proteina se
encuentra presente no se activa la maquinaria letal, por lo tanto la preservacién
celular es mayor, sin embargo, si una célula con gran produccién de Bcl-2 se
torna cancerosa, engendrara tumores mas agresivos.

Muchas neuronas mueren después de un dafo en el sistema nervioso
como en el caso de un proceso de isquemia / hipoxia (Choi, 1990; Pulsinelll y
cols., 1982), muchas al perecer por una muerte patoldgica (necrosls) Yy otras-
por muerte fisiolégica (apoptosis). Se ha observado que la expresiéon de la
proteina Bcl-2 se incrementa cuando se presenta un proceso de hipoxia (Jaw
y cols., 1995), sugiriendo su acciéon protectora sobre las células afectadas por
una lesién.

Vet
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3.2.1.1 BCL-2 Y SU DISTRIBUCION ENELS.N.C. '~ '~

En el mamifero se descubrié que el proto-oncogen! bcl-2, lamado asi -
porque fue descublerto, por primera vez, en un linfoma folicular humano (B- -
cell iymphoma, Tsujimoto y cols., 1986, Matsushita y cols., 1998), juega un
pape! importante en la regulacién de la apoptosis y la necrosis (Kaney cols.,
1993, 1995).

En 1988 Vaux .(ver Reed, 1994) publicé el primer reporte de que Bcl-2
prolonga la supervivencla celular sin afectar la proliferacion celular, es decir -
que Bcl-2 no promueve la generacién de tumores. A partir de este estudio
surgieron otros estudios en los cuales se demuestra que Bcl-2 participa
activamente inhibiendo la apoptosis durante el desarrollo (Oppenheim y cols.,
1991; Martinou y cols., 1994; Ferrery cols., 1994); o en respuesta a una gran
cantidad de estimulos téxicos incluyendo el factor de necrosis tumoral, irradiacién
con rayos gama, agentes quimioterapéuticos; o durante otros procesos
patolégicos (Glllardon y cols., 1994; Graham y cols., 1996) como la isquémia-
(Linnik y cols., 1993; Shimnsaky y cols., 1994; Chen y cols., 1995; Hara y
cols., 1996; Gillardon y cols., 1994; Honkaniemi y cols., 1996; Clark y cols.,
1997; Ferrer y cols., 1998; Isenmmann y cols., 1998).

Martinou y cols. (1994) realizaron una serie de experimentos en los que
compruobaron que los ratones transgénicos (alterados gendticamente) que
sobreexpresan la proteina Bcl-2 durante e! desarrollo del sistema nervioso,
periodo en el que hay una gran pérdida neuronal, incrementa la supervivencia
de células en un 40% o 50% mas en comparacidén con ratones que no
sobreexpresaron la proteina.

Los mecanismos por los cuales Bcl-2 protege a las células de la muerte
son aun desconocidos. Sin embargo se ha visto que esta proteina se encuentra
asociada a la mitocondria, al reticulo endoplasmico y ala membrana nuclear
(para una revisldn, consulte Reed, 1994 ; Hockenberry y cols., 1993; Merry y
cols., 1997), probablemente regulando un proceso celular generalizado como
la generacién de radicales libres (Kane y cols., 1993, 1995) o de vias
antioxidantes, y por tanto suprimiendo la produccién de especles reactivas de
oxigeno, la peroxidacion lipidica y afectando la regulacién de los niveles de
calcio intracelular (Kane y cols., 1993).

La distribucién detallada de Bcli-2 en el Sistema Nervioso ha sido estudiada
tanto a nivel de ARN (Jaw y cols., 1995; Ashai y cols., 1997; Clark y cols.,
1997) como a nivel de ia expresién de la proteina (Chen y cols., 1995; Ferrer y
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cols., 1998). Ambos se han localizado durante el desarrollo embrionario y en
muchas areas del cerebro. Durante el desarroilo del ratén, la proteina se ha
encontrado en células en division de las zonas ventriculares, y en diferentes
neuronas, notablemente en el desarrollo cortical. Postnataimente, los niveles

decrementan en muchas regiones del cerebro, excepto en neuronas que

contindan con neurogénesis postnatal, como la corteza cerebelosa, el
hipocampo, y el bulbo olfatorio. En el cerebro aduito, la expresién de la
proteina es muy baja, a menos que haya estimulos que la susciten (Gonzalez
Garcia y cols., 1995).

A pesar de que Hockenberry y cols., en 1991, demostraron que BCI-Z

sélo se expresaba en neuronas y no en glia, recientemente se ha visto ‘que; en-

el adulto, la proteina se expresa tanto en glia (Chen y cols., 1995) como en
neuronas (Clark y cols., 1997; Ferrer y cols., 1998). Especialmente se expresa
en células de larga vida, como linfocitos B y neuronas sensorlales periféricas.
Ademas se ha visto que Bcl-2 contribuye a la supervivencia de neuronas
simpaticas, células cerebelosas y células de la substancla nlgra(Hockenberry Y
cols., 1991).

4. ANATOMIA Y SISTEMA MOTOR DE LA RATA

El sistema motor estd dividido en subsistemas (fig. 4), organizados de
tal forma que desde alli se pueden controlar diferencialmente los movimientos
del cuerpo. Algunos animales se pueden mover Ginicamente con movimientos
gruesos, mientras que otros, como el ser humano, los primates o las ratas
cuentan con la capacidad de mover partes especificas de su cuerpo (movimiento
fino) por medio de la coordinacién de sus extremidades y dedos que les permite,
entre otras cosas, tomar y manipular objetos. Los componentes de cada uno
de los subsistemas que lo integran estan organizados jerarquicamente, pero
también funcionan en paralelo y comparten muchas interconexiones (Kolb y
cols., 1996) formando un ensamblaje neuronal responsabie del control del
movimiento.

Cada subsistema tiene una aportacién unica para el control motor. El

primer circuito se encuentra en la materia gris de 1a médula espinal, compuesto .

por interneuronas y motoneuronas alfa, que envian sus axones fuera de la
médula espinal e inervan fibras del musculo esquelético.

En este circuito la médula espinal realiza tres funciones importantes:
contiene los circuitos necesarios para la ejecucién de reflejos, contiene
programas para producir movimientos complejos y transmite la informacién
entre el cuerpo y el cerebro. Esta subdividida en dos zonas: materia blanca
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Estumulos

sensurales dutla espnal

Fig 4 Diagranta de ia crgamizacion del sistena nu
mostrando s estirud turas v coNexIonNes miAas nnportantes
Tomado de Koity con muod:ficainnes 196,

(externa) y materia gris (interna), y a su vez la materia gris se compone de
dos areas: columna ventral (contiene principalmente células motoras) y columna
dorsal (contiene principalmente células sensoriales).

El segundo subsistema lo integran neuronas cuyos somas se encuentran

en la corteza motora y en el tallo cerebral. Los axones de estas neuronas
motoras superiores descienden y hacen sinapsis con interneuronas y/o con
motoneuronas alfa en la médula espinal. La via descendente es esencial

para el control del movimiento voluntario y es la unién entre los pensamientos
y las acciones. Las proyecciones descendentes de areas corticales del I6bulo
frontal, incluyendo el area 4 de Brodman (corteza motora primaria), area 6
(corteza premotora), y la corteza motora suplementaria son esenciales para
la planeacion, iniciacion y la direccion del movimiento voluntario. La influencia
de estas areas corticales son llevadas directamente al circuito de la médula
espinal por la via corticoespinal e indirectamente por las proyecciones al tallo
cerebral, mismas que también seran proyectadas a la médula espinal (Purves
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Y cols.,‘1997; Kolb y cols.,
1996).

El tercer subsistema es el
cerebelo. Esta implicado en {a
iniciacion, coordinacién vy
correccion del movimiento por
medio de la comparacién que
hace entre la informacion
proveniente de la corteza y el
tallo cerebral con la informacion
sensorial que recibe de los
movimientos que ejecuta el
cuerpo en ese momento (Kolb
y cols., 1996).

Corteza

Tracto .
Corticoespinal

El cuarto subsistema son P‘Eﬂédulal
los ganglios basales que es un. spina
grupo de estructuras

(constituido por el nucleo
caudado, ef putamen y el giobo
palido) encargadas de la
iniciaciéon de!l movimiento
propiamente dicho. El nlucleo
caudado y el putamen
constituyen al cuerpo estriado,
que esta - principalmente
relacionado con la regulacion de
la rapidez de los movimientos.

Otra estructura que juega Fig. 5 Via del Sistema motor

un  papel importante en 18 Tomado de Kandel, 1995. Con modificaciones
regulaciéon del movimiento es el

talamo, que constituye la
interfase del cerebelo y ganglios basales a las regiones corticales (Kolb, 1996).

Decuzacian
Motora

De manera general he descrito groso modo las vias y estructuras
encargadas del movimiento, sin embargo, el tema que nos atafie en este
momento es especificamente el control del movimiento voluntario, por lo cual
en el siguiente apartado me enfocaré a la descripcion de una de las estructuras
que esta involucrada directamente con esta funcion.
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4.1 MOVIMIENTO VOLUNTARIO Y CORTEZA MOTORA

Una las principales funclones de los sistemas sensoriales es guilar los
movimientos que constituyen nuestro repertorio conductual a través de ia.

. .rapresentacion interna del . mundo .axterior: Los movimientos: estén. mnmmm
por los sistemas motores del encéfaloy la médula espinai, graclas a‘los S

cuales podemos mantener la postura y el equilibrio, mover el cuerpo,’ las’
extremidades, los ojos y comunicarnos mediante el habla y los. gestos.

Existen tres categorias distintas de movimientos: los reflejos (respuestas
no planeadas, estereotipadasy réapidas); los patrones motores ritmicos (se
planean, pero una vez iniciados se reproducen automaticamente ‘correr’);
y el movimiento voluntario, tema en el que me centraré en los siguientes
parrafos, asi como en el papel que juega la corteza cerebral en éste.

En primer lugar, el movimiento voluntario se planifica de acuerdo con
los objetivos del movimiento; y en segundo lugar, este movimiento se
modula segun las caracteristicas concretas de las circunstancias. Este tipo
de movimiento se caracteriza por dos rasgos: son propositivos (dirigidos a

una meta) y en gran parte son aprendidos (su ejecucién tiende a mejorar

con la practica; Kolb y cols., 1995).

Ya he descrito que la médula espinal, el tallo cerebral, el cerebeio y los
ganglios basales, participan en la planeacién, generacién, y ejecucion de los
movimientos. Sin embargo, si los movimientos solo estuvieran dirigidos por
estas estructuras, tenderian a ser movimientos estereotipados. Por lo cual,
la participacion de la corteza cerebral es esencial para que se realicen

movimientos voluntarios, ya que contribuye en gran parte a organizar todos -

los detalles de los movimientos.

La corteza cerebral esta dividida en mapas topograficos. En la fig. 6 se
muestra la division de la corteza cerebral de rata. En los mamiferos se
distinguen principalmente tres &reas: 1. Area motora primaria, relacionada
con el inicio del movimiento, sus neuronas reciben informacién acercade la
posicién y velocidad de los movimientos a través de los sistemas sensoriales
y propioceptivos de los musculos que controlan. Esta informacién se
transmite desde la corteza somatosensorial y desde conexiones talamicas
directas hacia la corteza motora primaria.

2. Area premotora, juega un papel esencial en la planlflcaclén de los
movimlentos dirigidos a la meta. Cuando se presenta algun tipo de lesién
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Fig. 6 Topografia de ia cortaza motora
Las lineas sélidas delimitan ias zonas de vibrisas (V), iabioy lengua (J),
extremidad anterior (FL), tronco (T)y extremidad posterior (HL}).

en la corteza premotora, se plerde la capacidad para desarrollar una estrategla - .
de movimlento adecuado. Esta zona recibe su principal /nput de la‘corteza -~ * ™"k
parietal posterior y a su vez proyecta a la corteza motora primaria. También

envia conexiones a las regiones troncoencefalicas y ala regién de la médula

espinal que controla los musculos proximalesy axiales.

3. Area suplementaria, la actividad de las neuronas de esta drea estd
ligada a la actividad mental necesaria para planificar y programar secuencias
complejas movimientos, ain cuando solo se ensayan mentalmente y no se
ejecutan. Esta area junto con el area premotora estdn organizadas
somatotépicamente. Sus neuronas proyectan a la corteza motora primaria,
estructuras subcorticales y a la médula espinal (Kolb y Whishaw, 1996).

5. DEFICITS PRODUCIDOS POR DANO CEREBROVASCULAR

En humanos, se ha visto que después de un accidente cerebrovascuiar
una gran variedad de secuelas neuroconductuales frecuentemente se presentan .
debidas al dafio Isquémico. Estas pueden ser recuperadas a diferentes
velocidades de acuerdo a los programas terapéuticos a que sea sometido el
paciente (Perry, 1983).

Las manifestaciones clinicas asociadas a procesos de isquemia son
determinadas por el tamailo, la localizacién y 1a duracién del infarto, ademas
de ser modificadas, ya sea a favor o en contra, por las circunstancias qQue se . . . s,
presentan durante el periodo post-isquémico. Los sintomas que se presentan,
después del dafio, van desde pérdida de {a visién, mareo, vértigo o convulsiones
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hasta pérdida de la conciencia. Incluyendo otras manifestaciones de disfunciones
fisicas o0 mentales como: la amnesia, el delirio, la demencia, problemas del
lenguaje, temblores, perdida de coordinacién, paralisis parcial o espastlcldad
y hemlplegla Ca

En partlcular me enpfocaré a dgscr}bgr una, :.e estas, dlsfupctg ggb aljﬁgg

“’glie “subyacen al dafio. cerebrovascular:. la

incapacidad . para realizar movimlientos voluntarios, deblda al aumento )
disminucién del tono.muscular, dando un .aspecto de espastlcldad o de flacidez
total. Se afecta solo una parte del cuerpo, contralateral a la Tesion’ (como
sucede en lesiones de corteza motora), tanto en las extremidades superiores
como en las inferiores.

Ya en 1870, Fritsch y Hitzig (en Kolb, 1996) proporcionaron la primera
evidencia de que distintas dreas del encéfalo controlan movimientos de la
parte contralateral del cuerpo. EI area que describieron corresponde al
drea 4 de Brodmann y en la actualidad se le denomina corteza motora
primaria. Posteriormente se describieron otras areas de la corteza involucradas
en el control del movimiento, y se dieron cuenta que algunas lesiones en
estas zonas de la corteza podian provocar debilidad de la cara, los brazos o
las piernas.

En algunos casos, dependiendo del grado de lesién, la recuperacién del
movimiento es buena, pero en otros permanecen secuelas funcionales. Desde
1915 Franz y cols. reportaron que es mds frecuente que se afecte =l control
voluntario de las partes mds distales que de las partes mds préximales de un
miembro.

TR

Los adultos hemipléjicos, presentan un incremento en la flacidez 0. @n. ‘- iy

la rigidez de los movimientos al ritmo que progresa el proceso de la lesién
(Bach-y-Rita, 1980). Sin embargo, cuando una lesiéon cerebral provoca
hemiplejia, las funciones pueden ser recuperadas una vez que los sintomas
agudos asociados como hemorragia, embolia o trauma cerebral desaparecen.
Aunque la velocidad de la recuperacidn del uso de alguna extremidad
paralizada, después de un traumatismo agudo, se realiza durante las
primeras semanas, también se observan pequefios cambios después de
algunos aifios.

En los humanos se ha observado que la recuperacion de la habilidad
perdida depende, en algunas ocasiones, de caracteristicas individuales en
donde entra en juego la recuperacién adaptativa (v.g. adquisicién de
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nuevas estrategias para realizar la funcién), y en otras ocasiones depende
de la recuperacién intrinseca que con el paso del tiempo adquiere el
organismo.

Muchas teorias se han propuesto para explicar la recuperacién y la
adaptabiiidad de los individuos después de un accidente, asi como los
mecanismos que explican la adaptacién ante tales cambios. Algunas de éstas -
teorias se describen en el siguiente apartado.

6. PLASTICIDAD CEREBRAL

Como ya se mencion6 después de un accidente cerebrovascular, pueden
permanecer secuelas neuroconductuales que podrian traer consigo terribles
consecuencias en la vida de una persona. El traumatismo es una de las
causas que provocan que casi la mitad de las hospitalizaciones sea por
discapacidad neuroldgica y es la causa de aproximadamente el 10% de
todas las muertes (Kolby cols., 1996). Es por esto entre otras razones que
muchas investigaciones se han enfocado en las alteraciones cerebrales que
se producen y la forma en que se pueden revertir.

Cuando el cerebro es victima de accidentes traumaticos y como
consecuenclia surge la hemiplejia, no tinicamente ocurre la desorganizacién
de los patrones normales de estabilidad y mobilidad corporal (cambios
conductuales), o de informacién retroalimentadora aberrante (movimientos
repetitivos mal ejecutados). También se lleva a cabo la adaptacion del
sistema nervioso a los movimientos no esenciales o irrelevantes para realizar
la tarea y la percepcién errGnea para inhibir la mobilidad mientras el organismo
intenta ganar estabilidad (Bach-Rita, 1980).

La capacidad del sistema nervioso para cambiar (frecuentemente {lamada
plasticidad neural) es especialmente notable durante el desarrollo. Sin
embargo, la habilidad para aprender nuevas tareas y establecer nuevas
memorias continta a lo largo de la vida. Se han planteado tres formas
de plasticidad: 1) durante el desarrollo; 2) en la recuperacién funcional; y
3) durante procesos de aprendizaje y memoria. La plasticidad que se
observa durante el desarrollo y durante la recuperacién funcional requiere
de diferentes lapsos para ser expresada, a diferencia de la plasticidad que
se observa durante el aprendizaje y la memoria que puede ser dada en
cuestion de minutos.

El! término de plasticidad cerebral tiene diferentes conotaciones,
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dependiendo del contexto en que haya sido definido. Asi, en estudios de la
plasticidad sindptica, ésta se define como cambios a largo plazo en la
potencialidad sinaptica resultado de cambios transcendentales en la actividad
sinaptica. Mientras que la plasticidad neuronal o neuroplasticidad esta basada
en términos de sobrevivencia asociados a los cambios relacionados con el
numero y la eficiencia de las conexiones sinapticas. Este concepto incluye
mecanismos complejos que involucran la participacién de sustancias
neurotroficas y de moléculas de adhesion celular (Cesaro, 1996); por otro
lado, la plasticidad del comportamiento se puede decir que es un cambio
significativo de la conducta, es un proceso caracterizado por cambios
adaptativos estructurales y funcionales del sistema nervioso, que se efectian
como consecuencia de su alteracion durante la ontogenia o durante procesos
patolégicos (Brailowsky vy cols., 1991).

Coneza Representaclén  Representacion de Representacisn de la
de la mano la mano normal mano despuésde la
amputacion de dos digitos

Fig. 7 Cambios funcionales en la corteza somatosensorial de un mono después dela amputacién de un
digito. Elmapa cambi6é sustancialmente, las neuronas que antes respondlan ata estimulacién de! digito
3 ahora responden ala estimulaciéndel digito2y 4.

Descubrimientos en el sistema sensorial somatico y en el sistema
visual, indican que algunos aspectos minimos de los circuitos neuronales,
como el tamafio y la= distribucién de los campos receptivos, pueden
cambiar ante circunstancias especiales. Sin embargo, el significado
funcional de éste reacomodo no es claro, lo que ha {legado a dar la
apariencia de que algun grado de reorganizacion cortical es posible en la
vida adulta de los organismos (Purves y cols., 1997).

Una aproximacion a la plasticidad cortical en adultos ha sido examinar
la maieabilidad de los mapas sensoriales somaticos, por medio del mapeo
topografico de la corteza sensorial somatica, con ayuda de microelectrodos
colocados en la corteza para determinar los campos receptivos de las
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neuronas corticales (fig. 7). En dichos experimentos se ha observado que
meses mas tarde después de haber cortado alguno de los dedos de ta mano
del mono, las neuronas de la regién cortical que pertenecian al dedo
amputado, respondian a la estimulacién de alguno de los dedos adyacentes
intactos (Nudo y cols., 1996,a y b; Merzenich y cols., 1984).

Experimentos posteriores mostraron que el reacomodo del mapa
somatotdpico no necesariamente requiere de la amputaciéon de algun
miembro. Silos monos son entrenados para usar un digito especifico para -
una tarea particular, que es repetida en muchas ocasiones, la representacién
funcional del digito entrenado se expande a expensas de otros digitos
(Purves y cols., 1997).

Los cambios sinapticos pueden ocurrir en periodos cortos de tiempo
(segundos-minutos), promueven rapidas y pasajeras modificaciones basadas
en la modificacion de los niveles de calcio y otros sequndos mensajeros
disparando eventos celulares, que incluyen la fosforilacion de proteinas y
cambios en la expresion genética, que eventualmente podrian conducir a
cambios sindpticos permanentes. Otros mecanismos pueden causar el
cambio en las conexiones prey post-sindpticas, incluyendo el incremento o
decremento de la liberacion de transmisores desde las terminales
presindpticas, el cambio en el numero de receptores -post-sinapticos , y
agregando (o substrayendo) sinapsis en los circuitos relevantes. Diferentes
regiones cerebrales usan una o mads de éstas estrategias para aprender
nuevas conductas y adquirir nuevas memorias. Sin embargo, como los
cambios sindpticos no son en si mismos aprendizaje o memoria, éstos
proveen el substrato para éste fendmeno (Purves y cols., 1997).

7. RECUPERACION FUNCIONAL Y SUS MECANISMOS COMPENSATORIOS

Al hablar de recuperacion funcional al mismo tiempo se alude a la
plasticidad cerebral, es decir, a la capacidad que tiene el cerebro para’
cambiar y/o readaptarse a las nuevas condiciones en fas que se encuentra,
después de que éstas fueron alteradas. La plasticidad es especialmente
visible durante el desarrollo, sin embargo, la habilidad para aprender o
modificar nuevas tareas continua a lo largo de la vida (Bach-Rita, 1980). La
pregunta es écomo hace el SN para mediar éstos cambios?.

Dentro de los mecanismos que se han propuesto para explicar como se
organiza el tejido que sobrevive a una lesion, para recuperar las funciones
perdidas (su plasticidad), se encuentra la sinaptogénesis reactiva. Esta consiste
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en el restablecimiento de las sinapsis de las neuronas parcialmente denervadas,
por aferentes integras diferentes de las lesionadas, que forman parte de las
aferencias habituales del grupo celular afectado (neuronas blanco). Otros
mecanismos propuestos son el rebrote (sproutlng) regenerativo, que consiste

en el crecimiento ax6nico o dendritico desde las vias aferentes lesionadas; en

direccién a sus células blanco habituales, y el desenmascaramiento de aferentes
silenciosas. Las vias enmascaradas que no se utilizan normalmente en una
funcién en particular, pueden participar como auxiliares cuando el sistema
falla, aunque también se contempla la posibilidad de que aquellas vias que no
estaban involucradas inicialmente en la funcién en particular, por medio del
entrenamiento adquieran un nuevo papel funcional (Bach-Rita, 1980).

En los humanos la recuperacidn después de una lesion ocurre en unos
cuantos dias o semanas y sigue una secuencia relativamente ordenada.
Algunos pacientes recuperan casi completamente el uso normal de sus
extremidades; pero en otros, la recuperacion se queda en alguna de las
fases de recuperacién por las que atraviesan aquellos sujetos que regresan
casi ala normalidad. La completa recuperacion del uso de las extremidades,
aparece entre los 23 y los 40 dias después de la lesidn (Kolb y Whishaw,
1996). Estos datos se pueden comparar con los estudios en ratas que se
han reportado, en donde éstas tardan aproximadamente 30 dias en
recuperarse (Brailowsky y cols., 1986). ‘

En la rata la recuperacidn del dafio producido en la corteza motora,
después de una lesidén isquémica, ocurre en una secuencia de los procesos
mas elementales a los mas complejos: (1) reaparicion del reflejo; (2) rigidez;

(3) aparicion de la conducta de agarre que puede ser facilitada por otros.

movimlentos o como parte de otros movimientos; (4) evolucion del reflejo

.x- e S o B L R AN, fmm Blevman .J-—.-..-- [ .4-.'.-_. P -

extensores) EI agarre voluntarlo contlnua mejorando hasta que se Ileva
a cabo el movimiento independiente de los dedos.

Las teorias propuestas para explicar la recuperacién funcional son diversas,
y han ido cambiando conforme se avanza en el conocimiento del
funcionamiento del cerebro a través de nuevas tecnologias y técnicas de
estudio. Algunas de ellas abordaban el problema desde un punto de vista
globalista, como en el caso de la teoria de accibn de masas o de
equipotencialidad propuesta por Lashley (1929), - en la cual se asumia que
la corteza cerebral funcionaba como un todo indiferenciado, en el que la
pérdida y el grado de permanencia temporal de una funcién dependia de la
extension de la masa cerebral dafiada (Kolb y Whishaw 1996). Otras teorias,
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partian de un punto de vista puramente localizacionista, como el caso de la
teoria de la sustitucién, propuesta por Munk en 1881, quien postuld que las
estructuras intactas restauran la funcién del drea dafiada. En ésta teoria se
partia del hecho de que cada area cortical poseia una funcién especifica,
y que por tanto, cualquier lesién crearia l|a ‘pérdida irreversible de la
funcién; sin embargo, la recuperaciéon funcional se podla daratravés de
las dreas no afectadas por dicha lesion.

En fa teoria de la jerarquia funcional, propuesta por Jackson, se
postula que el SNC puede funcionar simuitaneamente como un todo y con
funciones especificas. Cada funcién puede estar representada en varios
niveles de organizacién (cortical o subcortical), en donde los niveles mas
altos controlan los niveles mas bajos por medio de mecanismos desarrollados
en el curso de la ontogenia del individuo. En esta teoria también se postula
el principio de compensacion, en el cual se considera que cuando una
funcién, controlada porlos niveles superiores, se pierde, los niveles inferiores
se activan y retoman (total O parciaimente) ia Tuncion ae Ios superiores.

Muchas teorias se basan en el principio de compensacién partiendo de
diferentes planteamientos. El desarrollo de estrategias alternativas por
parte del individuo, le permite efectuar la misma conducta por diferentes
medios, que difileren mucho de los que utilizan los individuos intactos.
Algunos neurdlogos y psicélogos han argumentado que en muchos casos
la recuperaciéon conductual puede ser atribuida a las estrategias compensatorias
mas que ala recuperacion en si. Sin embargo, existen modelos que
correilacionan la plasticidad neuronal con la recuperaciéon conductual, que
consideran que fendmenos plasticos dentro de la. misma estructura dafiada
sean los responsables de la recuperacién.

Es probable que la recuperaciéon de un desajuste conductual después
de sufrir un dafio dependa de las neuronas intactas que normalmente
contribuyen a dicha conducta. Esta seria entonces una funcién redundante
del SN, es decir, que el SN tiene la capacidad de que después de una
lesion, aun la parte mas pequeiia de tejido remanente puede asumir la
mayor parte de los aspectos de la funcidén inicial (Almliy Finger, 1988). Esta
redundancia puede ser (a) el resultado de una representacién jerarquica
de la funcidon a diferentes niveles, o (b) porque las neuronas involucradas
en una funcidn especifica estdn distribuidas equitativamente en todas las
regiones de una estructura cerebral en particular (corteza cerebral).




PLANTEAMIENTO

En el presente trabajo se reprodujo el modelo de isquemia fototrombética
descrito por Watson y cols., en 1985. Debido a que la lesién producida con
este modelo es a nivel de corteza, se produjo una hemiplejia comal en rﬂ@s
por medio de una fototrombosis. : i AdER

BTy

E! modelo de hemiplejia cortical ha sido antes desarrollado por ablaclon
de corteza motora y por infusién crénica y continua de GABA (acido gama
aminobutirico, principal neurotransmisor inhibidor) en la corteza motora
(Brailowsky y cols., 1991). Ambos utilizan técnicas invasivas que requieren
una manipulacion directa y realmente traumatica del cerebro, a diferencia del
modelo de fototrombosis que no requiere de la manipulacion directa del cerebro
de la rata, y sobre todo que tiene un mayor acercamiento con la realidad.

Una vez establecido y llevado a cabo el modelo de fototrombosis, se evalué
el déficit motor de los sujetos experimentales, por medio de la prueba de
marcha coordinada, la cual ya ha sido utilizada en los dos modelos de hemiplejia
antes descritos. Finalmente se analizé la expresion de la proteina Bcl-2 y la
expresion de la proteina acidico fibrilar glial (GFAP) en la zona lesionada de
tejido cerebral.

HIPOTESIS
. Una lesion isquémica inducida fotoquimicamente a nivel de
corteza motora es capaz de producir hemiplejia.

- e La Isquemia inducida fotoquimicamente produce muerte
neuronal en la zona isquémica, e incrementa la expresion’
de la proteina Bcl-2 en las células sobrevivientes en la zona
de penumbra adyacente a la lesidn, y posiblernente en
reglones cerebrales mas alejadas del centro isquémico
como pueden ser zonas de proyeccidon como el tadlamo.

. Las ratas que recibieron entrenamiento post-lesién posible-
mente presentaran mayor inmunoreactividad a Bcl-2.
' . Laisquemia inducida fotoquimicamente incrementa la expresion

de la proteina acidico fibrilar glial (GFAP), en la regién
lesionada y posiblemente en regiones mas alejadas de la
zona isquémica como pueden ser zonas de proyeccién
como el talamo.
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METODO

SUJETOS

Se trabajé con tres grupos de ratas Wistar macho.de 250-300 g: 2
experimentales y uno control: (a) con entrenamiento pre y post-lesién (n=9),
(b) con entrenamiento pre-lesion (n=8), y (9) uno control (n=7). Proporcio-
nadas por el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Se
instalaron encajas de acrilico de 51.5x40.5 x 21 cm. a temperatura ambiente
y a unciclo de luz-oscuridad 12:12, con libre acceso a ‘comida y a agua.
Las ratas fueron entrenadas y evaluadas en el transcurso de la mafana.

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio experimental A-B-A, con tres grupos de trabajo (1
tesiigu y 2 experimerniaies)

GRUPO EXPERIMENTAL 1

Entrenamiento pre-lesién — Lesién (rosa de bengala + exposicion a luz)—

Entrenamilento post-lesion - Sacrificlo — Inmunohistoquimica

GRUPO EXPERIMENTAL 2
Entrenamiento pre-lesion — Lesién (rosa de bengala + exposicién a luz)

- Sacrificio - Inmunohistoquimica

GRUPO CONTROL O TESTIGO
Entrenamiento pre-lesion — Lesién falsa (Inyeccion salina .9% + expo-

sicion a luz)— Entrenamiento post-lesién — Sacrificio — Inmunohistoquimica

MATERIAL .
e Lampara con un foco Phoenix de 130 V - 75 Watts y longitud de

onda de 550-570 nm. Provista de ventiladores con el fin de esta-
blecer un flujo de aire, evitando su sobre calentamiento y el incre-
mento de la temperatura sobre el craneo del animal, soportada
por una estructura de metal colocada verticalmente.

e Estereotaxico

e Colorante organico rosa de bengala, con una maxima absorbancia
de 560 nm.

e Barra de madera de 2.5 cm. X 2 m. de largo

& Anticuerpos anti-GFAP (policlonal) y anti-Bcl-2 (policlonal)

SR L)



PROCEDIMIENTO

Como se ha descrito a lo largo del presente trabajo el primer paso fue
reproducir el modelo de isquemia fototrombética descrito por Watson y
cols., en 1985. Debido a que el laboratorio en el que se realizaron los
experimentos no contaba con dicho modelo, fue necesario hacer una

bisqueda de los materiales que podrian ser utiles para desarrollar,  urv:, (1

sistema en el que pudiera reproducir los' resultados obtenldos*-por»
Watson.

En primer lugar se busc6, dentro de las marcas comerciales, un foco
que emitiera una luz con las caracteriasticas deseadas (560 nm de longitud
de  unuaj. Cull ia ayuda dei {15iLw Alidru  iNuyueita dei  Lnstituiv de
Instrumentaciéon de la UNAM, se midié la longitud de onda de varios focos,
asi como su intensidad (watts). Es importante resaltar que la intensidad
debia ser controlada debido a que el tipo de lesion que se buscaba era tipo
fotoquimica no térmica.

El foco ideal fue: Phoenixde 130 Vy 75 Watts, con una longitud de
onda de 550 a570 nm. Dado que su intensidad ain estaba por encima del
nivel permitido para el experimento, el problema se soluciond alejando el
punto de iluminacién del craneo del animal durante la cirugia.

El segundo paso fue el desarrollo de un soporte que permitiera dirigir
la irradiacion al punto deseado, es decir, a la corteza motora de la rata.. Para
lo cual se implement6é una caja de 1dmina de aluminio plateado (fig. 8) con
un orificio en la cara opuesta a la del! foco, que permitié el paso de la
luz hacia el animal. Ademas se colocd, sobre el craneo de la rata, una
placa de metal con un orificio central de 6 X 4 mm para delimitar la zona
irradiada ta rcaia fue montada, sobre un sonorte de metal.

Para evitar el calentamiento se colocé un ventilador en direcclén a la
zona irradiada, y un termémetro sobre la placa de metal. Latemperatura
se mantuvo constante 370C.

El modelo fue previamente evaluado en ratas que eran lesionadas de
i@ NHBIG I NaNSIa Gue 183 Yue S& uliiizardin €11 Ssie  @3ludiu. L €3ias se
inyeciaron varias dosis y cuncentraciones del coloranie rosa de bengala, asi
como diferentes tiempos de exposicién ala luz. Finalmente, en base a los
resultados obtenidos en diferentes grupos de ratas, se determind inyectar
0.133 m! porcada 100 gr de peso de la rata de colorante rosa de bengala,
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de una solucién patrén de 30 mg/ml disuelta en salina 0.9% por medio
de una bomba de infusién, y un tiempo de irradiacién de 30 minutos.

Para comprobar que se habia producido una Iisquemia de tipo
trombético, al final de la cirugia las ratas usadas para validar el modelo -
fueron perfundidas con paraformaldehido y tefiidas con Nissl para comprobar
que se habia producido una 2zona de lesi6on bien delimitada. e

R T

Se descartd la posibilidad de - que la lesi6on fuera térmica can la _
utilizacién de otro grupo de prueba que fue sometido a la exposicién de
luz durante 30 minutos sin |a inveccion del colorante rosa de benaala. | os
resultados demostiaion que éstas ratas no tenian ninguna alteracion en el
tejido por la exposicion, es decir, el dafio isquémico solo se produce con la
Interaccién que hay entre el colorante y la luz de 560 nm.

Una vez desarrollado el modelo de fototrombosis, se procedié al
siguiente paso de la investigacidn, que consistié en la evaluaciéon del déficit
motor nroditetn de Ia lecidn fntatramhbdtica en I rartesa matnra Se ntilizA In
escala de déficit motor de Simon Brailowsky. En los siguientes parrafos se
explica méds ampliamente.

Habituacién y entrenamiento.

El método seleccionado para medir el déficit motor es una prueba que
requiere de la coordinacién motora, que consiste en hacer caminar a la rata
sobre una barra de 2.5 cm x 2 m de largo (colocada horizontalmente). Maier
(1935) desarrcllé dicha prueba, que posteriermente fue modificada vy
utilizada por Brailowsky y cols.(1986), de quien se retoma en el presente
trabajo.

Durante los primeros ensayos la rata es sometida a un procedi- -
miento de " habltuacién, con el fin de eliminar variables extrafas que’ "
interfieran con su ejecucién normal. La manipulacién que se llevé a cabo
auranté 10s Primeros tres alas ael experinento, CoNsISUo en manipdiar
manualmente a la ratay registrar su peso. El peso fue tomado al inicio de
la sesion en cada uno de ios sujetos.

En el cuarto dia de la habituacién, la rata fue colocada (por dos
ensayos) en un extremo de la barra, a una distancia cercana a su caja,
de tal forma que después de haber caminado sobre la barra se introdujera
asu caja habitacion. En el quinto y sexto dia la rata fue colocada en la
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Fig. 9 Escala utilizada para evaluar el déficit conductual en ratas.
Tomado de Brailowsky y cols., 1986 (con modificaciones)

misma posicion, pero auna distancia mas retirada de su caja, induciéndola
asi a caminar una longitud mayor dela barra, hasta lograr correr a lo

largo de todala barra, es decir, la rata se coloco en el cm 0 de la longitud de
la barra y la caja donde habita en el cm 200.

Del 79 al 1390 dia se llevo a cabo la linea base del experimento, en la
cual, se registro, peso, tiempo de recorrido y déficit.

El déficit fue medido de acuerdo a la eficiencia de ejecucién de la rata.

Fctn Fiim nitnbiinda ~rada BN frm oAn 1o lannitnd de 1a harra rAan ina AslificraciAn
, N -

del 0 a 6, con base en los siguientes criterios:

O puntos =-No hay presencia aparente de déficit.

1 punto = 4 dedos fuera de la barra unilateralmente.

2 puntos = Resbalones al caminar.

3 puntos = Cuatro dedos fuera de la barra bilateraimente.
4 puntos = Caida de la barra o mds de 3 resbalones.

5 puntos = Arrastre de un miembro.

6 puntos = Imposibilidad para caminar sobre la barra.



Esta escala ha sido utllizada previamente en evaluaciones de ‘dafio
motor. Fue validada por Brailowsky y cols. en 1985 (figura 9).

Al finalizar los 4 cuartos de la barra, se sumaron los puntajes obtenidos
en cada uno, para obtener su puntaje parcial. En la figura 9 se muestra un
ejemplo de la ejecucién de la rata a través de la barra de entrenamiento.

Cada sujeto fue evaluado de la misma forma en tres ensayos por
dia. Para obtener el puntaje final se tomdé el promedio del tiempo que
tardaron en recorrer la barra durante los tres ensayos realizados por rata.
Posteriormente, se hizo la conversion del tiempo/distancia a velocidad.

En el 140 dia los sujetos fueron sometidos a la cirugia para producir
una lesidon fototrombdtica (descrita mas adelante). Y a partir del 15° dia se
inicia la fase de recuperacion, enla que se registra peso, tiempo de reco-
rrido y déficit, similar a la linea base, durante 10 dias consecutivos.

En el dia 21, después de iniciado el experimento, se inyecté una
sobredosis de anestesia (pentobarbital), e inmediatamente después de que
presentaban paro respiratorio fueron perfundidos intracardialmente con
solucidén salina al 0.9% seguido de fijador (parafolmaldehido al 4% en buffer
fosfatos 0.1 M). Se extrajo el cerebro de cada sujeto y se colocd en un
frasco con fijador durante por lo menos 24 hrs.

Posteriormente los cerebros fueron colocados en soluciones de sacaro-
sa al 20 % (durante 3 dias) y al 30% (durante 2 dias), y fueron cortados en
rebanadas de 40 micras de grosor mediante un criostato.

CIRUGIA

Cada sujeto fue anestesiado con halotano al 2% en una mezcla de (02
95% - CO2 5%), y posteriormente colocado en un aparato extereotaxico. Se
limpid la cabeza del sujeto con benzal (antiséptico), el pelo fue retirado con
ayuda de unas tijeras yse realizd un a incision a la altura de la linea media
removiendo el cuero cabelludo para exponer el hueso y dejar al descubierto
las suturas del craneo.

Sobre. la superficie del craneo se marcaron las coordenadas
estereotaxicas correspondientes a la corteza motora (de +2 a -4 mm
anteroposterior y de +2 a -3 mm lateral con respecto a Bregma (Paxinos y
Watson, 1986) (fig. 9).
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Posteriormente, se colocé una placa de metal, con una apertura,
central de 6X4 mm sobre el crdneo, sobre las coordenadas anteriormente
marcadas. Inmediatamente después se realiz6é una incisién en ia cola de la
rata, para localizar su vena. Se le colocé una cdnula, a través de la cual se
inyecté 0.133 ml por cada 100 gr de peso de la rata del colorante rosa de
bengala, tomado de una solucién patrén de 30 mg/ml disuelta en salina 0.9%.
La inyeccién se realizd por medio de una bomba de infusion a una velocidad
de 0.90 ml/min. Al término de la infusidn se suturd la cola y se le colocaron
pequefios vendoletes a 1o largo de la incision. Finalmente se colocé la
lampara (de 550 mn de longitud de onda) sobre el centro de la placa de metal,
durante 30 min. Después de suturar el cuero cabelludo, los sujetos fueron
colocados en una caja para su recuperacion y después reincorporados a
su caja habitacién. Para evitar infecciones se puso antibidtico local sobre la
incisiéon realizada al termino de la cirugia.

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

El procedimiento de inminohistoquimica para Bcl-2 y GFAP, consiste en
los siguientes pasos:

(1) Se eligieron cortes (anterior, posterior y medio) diferentes
para cada inmunohistoqgimica.
(2) . Se incuban los cortes cerebrales con el anticuerpo primario,
ya sea (Bcl-2 6 GFAP), durante 72 hrs. a 40 C,
(3) Lavado de los cortes en buffer fosfatos de sodio (PBS) durante 10
minutos.
(4) Incubacién de anticuerpo biotilinado secundario correspondiente a
cada anticuerpo primario, durante 2 hrs. atemperatura ambiente.
(5) Se repite el paso 2.
(6) Incubacidn de cortes en un complejo de Avidina-Biotina,
durante 2 hrs. a temperatura ambiente.
(7) Incubacién del tejido durante 5 min en diaminobenzidina
(DBA) disuelta en buffer trizma 0.1 M, y posteriormente
agregar 50 ml H,0, por cada 50 mi de buffer trizma.
(8) Repetir los lavados (3 veces).

Finalmente los cortes fueron montados en porta objetos, un dia después
se pasaron por un proceso de deshidratacion a base de alcoholes y xllol, e
inmediatamente después, fueron recubiertos con cubreobjetos pegados con
Permount. Posteriormente los tejidos fueron analizados en un mlcroscoplo de
luz, para su cuantificacion.
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Fig. 10 Lesién cortical. Cerebro de una rata del grupo experimental con
entrenarniento post-lesién (izquierda) y de una rata del grupo control  (derecha)



MEDICION DEL AREA LESIONADA

Los cortes cerebrales fueron procesados por medio de técnicas-
histoldgicas (Nissl) e inmunohistogimicas (GFAP y Bcl-2). Con los cortes
obtenidos para Nissl (marcador de cuerpos celulares) se obtuvo la
medicion del drea lesionada (fig. 14By B"). Por medio de una analizador
de imagenes (NIH Macintosch 1.6) se delimité manualmente y se cuantificoé
la zona de lesién. Se tomaron en cuenta tres cortes de cada rata
(anterior, medio y posterior) y a partir de ellos se calculo el promedio.

DETERMINACION DEL AREA DE EXPRESION DE GFAP .

Tanto en las ratas que tuvieron lesién, como en las que no tuvieron,
se encontré expresion de GFAP, debido a que hay una expresién basal de
dicha proteina. En la cuantificacion de la zona de los cortes cerebrales de
ratas que fueron dafiadas, se delimité manualmente la zona que rodea ala
lesion, donde se observaba la expresion. Mientras que en las que no
fueron lesionadas se tomd un area similar a las que si presentan lesion.

Una vez delimitada la zona de expresion se determind la densidad
6ptica por medio de un analizador de imagenes (NIH, Macintosch 1.6)

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de ANOVA de dos
vias (muestras repetidas) para las diferencias significativas entre los grupos
en su conjunto y posteriormente una prueba pos hoc (Fisher) para las dife-
rencias puntuales dia tras dia, es decir ésta indicd los dias en los que hubo
diferencias entre los grupos.
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RESULTADOS
DEFICIT MOTOR

Se realizaron comparaciones entre los grupos control (inyeccidn salina
via intravenosa con exposicién a luz) y experimental con entrenamiento
post-lesion (inyeccién intravenosa de rosa de bengala con exposicién a luz).
Los datos arrojados por la prueba de medidas repetidas muestran que si hay
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P=.001). Las
diferencias puntuales se observan en la figura 10. Durante la primer fase,
ambos grupos se comportaron de manera similar, pese a que existe una
pequeiia variacion entre los dias promedio por grupo, no existen diferencias
estadisticamente significativas. A partir del primer dia (posterior a la
cirugia) la diferencia es estadisticamente significativa con una P= <.001,
disminuyendo progresivamente hasta el 16° dia (P= 0.443). A partir del 15°
dia las diferencias entre los dos grupos ya no son significativas, es decir,
durante los primeros dias después de la cirugia el grupo experimental manifiesta
un déficit motor contralateral a {a lesion, alcanzando un puntaje maximo de
13.91, a diferencia del grupo control cuyo puntaje, en el mismo dia de
evaluacion, asciende a 4.057.

PROMEDIO DE DEFICIT
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Fig. 10 Promedio del déficit motor que tuvieron las ratas antes y después de la cirugfa.
Grupo control (n=7) y experimental con entrenamiento post-lesibn (n=9). Los asteriscos indican que
hay diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control (p<0.001) + error esténdar
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VELOCIDAD DE EJECUCION

La grafica 11 nos muestra que a medida que avanzaban los dias de
evaluacidn, los sujetos adquirian mayor velocidad, es decir, les tomaba
menos tiempo atravesar la barrade un extremo a otro. Durante la primer -
fase la velocidad de ambos grupos se mantuvo similar, es a partirdel 9° dia
(primer dia después de la cirugia) en donde al grupo experimental le toma
mayor tlempo atravesar la barra. Es en éste dia en que se observan
diferencias estadisticamente significativas (P=<.001), en el 13° dia de
evaluacion la diferencia sigue siendo significativa, pero con menor P=.0318,
lo cual significa que la velocidad se ha ido restableciendo con e! paso del
tiempo. En el 140y 150 dia las diferencias desaparecen. Con la ANOVA de
medidas repetidas se observan diferencias estadisticamente significativas en-
tre ambos grupos con una P=.01.

VELCCIDAD DE EJECUCION
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Fig. 11 Velocidad que alcanzaron ambos grupos (control y experimental con entrenamiento
post-lesién) antes y después de la cirugla. Los asteriscos indican que hay diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control (p<0.001) + error estadndar.



OSBSERVACIONES HISTOLOGICAS.

TAMANO DE LESION

En los resultados histolégicos se tomaron en cuenta los tres grupos
estudiados (control, experimental con entrenamiento post-lesién y experi-
mental sin entrenamiento post-lesién). Con la ayuda de un analizador de
imdgenes, la extension de la lesion (fig. 14 By B”) se obtuvo del promedio
de la medicién de todos los cortes del cerebro de cada rata, tefiidos con
Nissl, que presentaran lesién. Pese a que el grupo sin entrenamiento, tiene-
la tendencia a presentar menor tamafio de lesién, en figura 12 se observa
que solo existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales con y sin entrenamiento (P=<.001) con respecto al grupo
controi. Lo cual iimplica que el entrenamiento no modifica el tamaio de la
lesion que presentan las ratas después de una lesidn fototrombética.

LESION

TAMANC mr 2

Control Con entrenamiento  Sin entrenamiento
post-lesion post-lesion

Fig. 12 Tamafio de lesién que presenté cada uno de los grupos analizados.
El aster(sco indica que hay diferencias estadisticamente significativas con respecto
al grupo control (p<0.001) +_ error esténdar.
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EXPRESION DE GFAP

Para obtener el promedio de expresion de la Proteina Fibrilar Acidica
Glial, se tomaron 3 cortes (anterior;, medio y posterior a la lesién), por sujeto,
seleccionando cortes equivalente en los tres grupos. Enla fig. 14 Ay A’ se .
muestra un ejemplo. Para este analisis se tomaron en cuenta los tres
grupos (control, experimental con entrenamiento y sin entrenamiento). A
diferencia de la medicién del tamaifio de la lesién, en el andlisis de 1a expresién
de GFAP, el grupo control no se presenta con un valor de cero, debido a
que el cerebro tiene una expresiéon basal de la proteina.

En la figura se observa que existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo experimental sin entrenamiento
(P=.005) y con el grupo experimental con entrenamiento (P=.005), mientras
que entre los grupos experimentales sin entrenamiento y con entrenamiento
no se encontraron diferencias significativas.

Densidad de expresién de GFAP
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B 35 4 *
3.3
g T 2.5 o
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° Control " Con entrenamiento  Sin entrenamiento
- post-lesion post-lesion

Fig. 13 Densidad de expresién de la proteina Acidico fibrilar glial en los tres grupos. -
El asterisco indica que hay diferencias estadisticamente significativas con respecto
al gruno control (p<0.001),

EXPRESION DE BCL-2

Debido a que no todos los cerebros presentan expresién de la proteina
Bcl-2, no se realizé un conteo del nimero de células marcadas. Del grupo
control solo 1 de 7 ratas presentaron células marcadas; del grupo experi-
mental sin entrenamiento 5de 8, y del grupo experimental con entrenamiento
4 de 9. Las estructuras en las que se observaron células marcadas son:
corteza cingulada, zona de penumbra, hipocampo (CA3) y giro dentado (fig. 15).
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{ ' Fig. 14 Cortes de animales representativos que muestran el drea de expresion de GFAP (A)y el &rea lesionada

en un corte tefiido con violeta de cresilo (B) de un animal sometido a isquemia después de 10 dias dela
cirugia. Arriba se presentan amplificaciones de los cortes mostrados en Ay B respectivamente.




% Fig. 15 Se muestran cortes de animales reptesemativos sacrificados 10 dias después de la isquemia. Se
Q observan células inmunopositivas a Bcl-2 en CA3 de hipocampo (A), Corteza cingulada (B) y en zona de penumbra
en lacorteza (C). Enlafigura D se observa el lado contralteral e ipsilateral ala lesién.
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DISCUSION

En el presente estudio se demostré que la utilizacién del modelo de
isquemia fototrombdtica es capaz de producir un déficit motor, similar al
producido por la ablacion de la corteza motora, o la infusién de GABA en la
corteza motora (Brailowsky, 1985) con cambios bioquimicos similares, como
son un incremento en la expresiéon de la proteina acidica fibrilar glial en la
zona aledafa a la lesidn y un incremento discreto en la expresién de la
proteina Bcl-2. ' )

Existen diferentes modelos conductuales para evaluar el déficit motor
producido en animales de laboratorio bajo condiciones controladas. Cada
modelo utiliza tareas conductuales relacionadas con las estructuras nerviosas
y areas corticales especificas a estudiar. Entre dichas tareas se pueden
mencionar la observacion de la actividad general del animal, de la iniciaciéon
del movimiento, de! movimiento de las extremidades por medio de actividades
como las de alcance, presién de barras, de marcha coordinada y de
conductas de voltear, escalar, caminar y nadar (Kolb, 1996).

En investigaciones previas utilizando lesiones motoras corticales se ha
estudiado la ejecucién de una conducta en sesiones repetidas y se toma
el tiempo de ejecucion de una tarea, para realizar comparaciones y para
caracterizar la recuperacién o compensacién conductual.

Entre las tareas utilizadas para evaluar déficits motores, se encuentran
las tareas de caminata que permiten observar, ademads de las caracteristicas -
de los movimientos de las extremidades, los elementos sutiles de los
movimientos, como su duracién y su amplitud. La caminata puede ser
descrita en términos espaciales, temporales, y con relacién al desplazamiento
de las 4 extremidades (Kolb y Whishaw 1996).

Los resuitados del presente estudio se basan en los déficts que
muestran los sujetos al ser sometidos a una tarea de equilibrio y control
pleno de sus extremidades al desplazarse sobre una barra elevada (figura
8). Es importante sefialar, que si una rata que ha sido lesionada, se
coloca sobre una superficie plana, camina igual que una rata sin lesién, sin
embargo, cuando es colocada sobre una barra estrecha, el déficit es
notable a primera vista.

El dafio isquémico que se provoca en las ratas, desencadena una serie
de manifestaciones patoldgicas, sobre todo en el area lesionada y aledafia
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a la lesion. Entre las manifestaciones mas importantes se encuentra la
destruccion irremediable del tejido nervioso causando necrosis en el sitio de
la isquemia focal debido a que después de la isquemia se produce un alto
influjo de Ca2 dentro de la célula, consecuencia de la depolarizacion, el incre-
mento de transmisores particularmente glutamato (que abren los canales
dependientes de voltaje que activa los receptores a NMDA), y de la falla
energética que evita la extrusion deCa2 dependiente de ATP.

La pérdida de ATP combinada con anoxia, repercute en el secuestro de
Ca2 por medio de la mitocondria y el reticulo endopldsmico. Cuando el
influjo de Ca2 incrementa se produce rompimiento de proteinas y lipidos,
afectando el citoesqueletoy las funciones membranales llevado a la células
a la muerte (Siesjo, 1988).

La ruptura de vasos sanguineos causa sangrado epidural, subdural o
intracerebral, en la fig. 9, se pueden observar algunos vasos trombosados °

y al lado un codgulo extendido que sugiere la ruptura de los vasos
sanguineos.

En un cerebro con infarto todos los elementos que lo componen
incluyendo neuronas, astrocitos y vasos, se pierden. Consecuentemente,
los marcadores de células gliales son evidentes en ia zona infartada. En
el modelo de trombosis fotoquimica el dafio se produce radicales libres que
dafian las células endoteliales, inducen trombosis, y la subsecuente
isquernia irreversible (Watson, 1985). En las figuras 14 (Ay B) y 15 (A-C)
se observa una cavidad que compone la zona lesionada.

Después del establecimiento de una lesiéon, uno de las primeras
reacciones es que las células astrogliales se transforman en astrocitos
reactivos hipertréficos, que aumentan la sintesis de GFAP, haciendo posible
detectar su inmunoreactividad con anticuerpos anti-GFAP (Eng, 1983). Son
visibles incluso por periodos hasta de 35 dias después de la lesién (Moumdjian,
1991). Estos datos apoyan los obtenidos en el presente estudio, en donde
se observa que la expresion de la proteina GFAP aidn se encuentra
presente diez dias después de la cirugia (fig. 14 A).

En general las lesiones cerebraies pueden producir retrasos en la
iniclacion de los movimientos y torpeza en su ejecucion. Ante el dafio
cerebral los muisculos que normalmente trabajan en conjunto pierden la
capacidad de hacerlo, con lo que los movimientos se tornan incompletos o
imprecisos provocando errores en la velocidad, fuerza, y ritmo de la ejecucidn
motora.
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Las disfunciones provocadas por lesiones en corteza motora dependen
de su localizacién que se traduce en la dificultad de ejecutar movimientos
o secuencias de movimientos parcial o totalmente voluntarios. Al lesionar
unilateralmente la corteza motora se produce hemiplejia como la que

presentan los sujetos analizados en este estudio (figua 10). R Y S

Existen evidencias de que un factor importante en ia recuperacién
funcional es el entrenamiento conductual, dicha recuperacién estd mediada
por cambios morfolégicos a nivel neuronal. A principios de 1990, Juno y
Schallert (1992, 1994) reportaron que después de realizar lesiones
electroliticas unilaterales en el area cortical motora que inerva la extremidad
anterior contralateral, se observa decremento en el uso de ia extremidad
lesionada e incremento.en el uso de la extremidad intacta aunado a un
incremento en la arborizacién dendritica de la corteza somatomotora intacta.
El periodo de mayor arborizacién coincidia con el periodo en que Ilos
sujetos mostraban mayor asimetria conductual.. Después de éste periodo
se observd un proceso de eliminacidn de los procesos dendriticos que se
asocié a unuso mas simétrico de las extremidades. Asimismo observaron
que si se bloqueaba el proceso de arborizacion, restringido al uso de Ia
extremidad intacta, entonces los impedimentos sensoriomotores eran mas
notables.

Los resultados obtenidos, evidenciaron la presencia de un periodo
después de la lesion cortical durante el que ocurren cambios estructurales
neurales en presencia de una demanda conductual adecuada, asi como
los cambios fisioldgicos que se dan en respuesta del entrenamiento
conductual.

Por otro lado Nudo y cols. (1996 a, b) también reportan la importancia
del entrenamiento conductual o rehabilitacidn en la recuperacién funcional
como un proceso mediado neuralmente. Este grupo estudié por medio de
microestimulaciéon intracortical la recuperaciéon funcional motora en monos
después de producirun infarto unilateral en la corteza motora. Previo a
la lesidon se realizd un mapeo cerebral del area que inerva una de las
extremidades superiores, se sometié a los sujetos a un entrenamiento
motor que implicaba el uso de la extremidad contralateral al area impedida,
se lesiond® unilateralmente la corteza motora, se sometié alos sujetosa un
proceso de reentrenamiento (rehabilitacién) y se realizé un segundo mapeo
cerebral. Los resultados de este estudio muestran que los sujetos
sufrieron una reorganizacion neural en las dreas adyacentes a la zona
lesionada y a dicha reorganizacién se le adjudicé la subsecuente
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recuperacién funcional, dado que la estimulacién de estas zonas que
inicialmente no evocaban movimientos de la extremidad superior lo hacian
después del reentrenamiento. Mas aiin, observaron que la restriccion en
el uso de la extremidad intacta en monos lesionados que no recibieron
reentrenamiento, se reflejaba en un decremento de Ila zona cortical
adyacente al 3&area lesionada. Estos resuitados concuerdan con
observaciones anteriores en las que se demostré que el no someter a
sujetos lesionados a un periodo de reentrenamiento post-lesién resultaba
en un decremento delas areas corticales que rodean ala zona de lesién
(Nudo, 1996b).

Posiblemente, estos estudios sugieren que la rehabilitacion conductual,
previene la pérdida de tejido intacto que rodea ala lesién y que la
experiencia post-lesién juega un papel Iimportante en la subsecuente
reorganizacion fisiologica que ocurre de forma inevitable en el tejido
adyacente intacto.

La terapia de rehabilitacion promueve la reorganizacidon neuraly esta
puede estar mediando la recuperaciéon funciona! que se observa después
de que el sistema ha sufrido una lesion cortical.

Dado que se han encontrado diferencias neurales y neuroquimicas en
sujetos que han sido sometidos a diferentes tratamientos conductuales,
en el presente estudio se analizdé si habia alteraciones en la expresiéon de
GFAP, Bcl-2 y en el tamafio de lesion en sujetos que fueron sometidos a
entrenamiento antes y después de la lesidén y en sujetos que solo fueron
sometidos a entrenamiento antes de ésta.

Encontramos que a pesar de que no existen diferencias significativas,
el grupo con entrenamiento post-lesion tiende a tener mayor expresion
tanto de la proteina de GFAP (fig. 13) como de Bcl-2 y mayor tamafio de
lesion (fig. 12 ). Sin embargo estos resultados deben ser tomados con reserva
debido a que la evaluacién de la expresién de estas dos proteinas podria no
ser suficiente para determinar si el entrenamiento post-lesién puede influir
en la recuperacion del drea lesionada.

Probablemente se requiere hacer un curso temporal de analisis para
observar la progresion de los cambios y su correlacion a nivel histolégico y
conductual. Por lo que se requiere hacer experimentos en diferentes
intervalos de tiempo para determinar si efectivamente no hay diferencias.
Por otro lado, las diferencias entre ambos grupos, podria ser determinada
con marcadores que detecten cambios mds finos en las células (por
ejemplo: aparicion de espinas dendriticas, marcadores sinapticos como la’
sinaptofisina), ademas de los utilizados en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

El entendimiento de los procesos que dan lugar a disfunciones o a
enfermedades neuroldgicas en los humanos depende, por un lado, dei andlisis
directo de los casos que se presentany porel otro del andlisis ind!reaoque"
se pueda hacer de ellos. Una de estas opciones es cubierta porilos.
estudios que se llevan a cabo en animales de laboratorio que, como es bien
sabido, permiten la manipulacnon y el control de las condiciones
experimentales.

La reproduccién del modelo de fototrombosis, desarroliado por Watson,
pretende acercarse a las condiciones reales que puede tener una persona

al ser victima de una Iesion isquémica, partiendo del analisis conductual y
celular.

Los resultados obtenidos muestran que, efectivamente, el modelo es
altamente reproducible, y que por medio de las observaciones a nivel
conductual se pueden evaluar y proponer estratégias o tratamientos que
ayuden aque el cerebro lesionado se recupere en el menor tiempo posible.

Por otro lado, en nuestross resultados, el manejo conductual
(entrenamiento) al que son sometidas las ratas después de establecer una
lesion isquémica en nuestra condiciones experimentales no fue suficiente
para reducir el tamarfio de lesidon ni para generar mayor expresion de las
proteinas GFAP y Bci-2, aunque no se descarta la idea de que haya habido
cambios en tiempos mas cortos o mas largos.

Este resultado se puede deber a que la manipulacidon conductual no.
haya sido suficiente, para producir cambios o a que se requieren métodos’
de analisis mas finos, para comprobar de qué manera, el entrenamiento,
provoca cambios a -nivel celular.

Finalmente se puede concluir que la aportacion que ofrece este estudio
es importante para futuras investigaciones en las que se pretenda estudiar
las alteraciones producidas, por un dafio isquémico, no sélo a " nivel
morfolégico y conductual, sino a nivel molecular o bioquimico.




PERSPECTIVAS

La busqueda de nuevos tratamientos para los pacientes con problemas
neurolégicos a causa de lesiones cerebro- vaculares es importante para
reducir el aito porcentaje de mueries o de incapacitacion que ocurren a
causa de este tipo de lesiones.

La utilizacion del modelo de fototrombosis en la blisqueda de dichos
tratamientos, resulta ventajosa frente a otros modelos invasivos que se
han utilizado para dicho fin. Algunas de las ventajas que ofrece es que
no implica una cirugia invasiva, es un modelo de trombo, no de oclusién
mecanica, la lesién es altamente reproducible, y puede ser bien delimitada,
permitiendo estudiar el déficit yla recuperacion de funciones relacionadas
con la estructura en cuestion.

La administracién de tratamientos farmacolégicos, ayudardn a des-
pejar y ampliar la informacién que hasta el momento se tiene sobre los:
problemas cerebrovasculares.
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