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RESUMEN

La estimulacion de la corteza motora en humanos ha sido utilizada para el tratamiento
de dolor crénico y neuropatico. Adicionalmente, en modelos animales, se ha mostrado
que la estimulacion de las cortezas somatosensorial y motora suprime las respuestas
nociceptivas conductuales y electrofisiolégicas. Sin embargo, los mecanismos
involucrados en la modulacion corticoespinal de las respuestas nociceptivas han sido
poco explorados. Con la finalidad de estudiar con mayor detalle las proyecciones
corticoespinales al asta dorsal de la medula espinal (ME) en este trabajo , analizamos la
distribucién de neuronas de la corteza sensoriomotora (CxSM) que proyectan a distintos
segmentos lumbares del asta dorsal; asimismo, determinamos si la poblacion de
neuronas de la CxSM que proyectan al asta dorsal es distinta de la que proyecta al asta
ventral; y finalmente analizamos la distribucion de respuestas electrofisioldgicas
intraespinales provocadas por estimulacién eléctrica de la CxSM. Encontramos que: 1)
las neuronas de la CxSM proyectan de manera individual a las ldminas superficiales del
asta dorsal, en los segmentos L3, L4 y L5; 2) la poblacién de neuronas de la CxSM que
proyecta al asta dorsal es diferente de la que proyecta al asta ventral en el segmento
L5; 3) los potenciales de campo intraespinales (PCIl) provocados por estimulacion
cortical son mayores cuando se estimulan sitios donde se localizan neuronas que
proyectan al asta dorsal y presentan dos componentes: uno de menor latencia
(22.81+0.75 ms y velocidad de conduccién 4.38 + 0.02 ms™, n=6) originado en las
laminas superficiales del asta dorsal (0-300 um) y, otro de mayor latencia (45.09 + 2.62
ms y velocidad de conduccién 2.22 + 0.13 ms™; n=6) originado en la sustancia gris
intermedia de la ME (400-1000 um). Nuestros resultados sugieren que subpoblaciones
distintas de neuronas de la CxSM que proyectan a la médula espinal proyectan a areas

del asta dorsal, nucleo intermedio y al asta ventral de la médula espinal de la rata.



SUMMARY

Motor cortex stimulation has been used to treat chronic and neuropathic pain in humans.
In animals, stimulation of the somatosensory and motor cortices suppresses nociceptive
behavioral and electrophysiological responses, although, the mechanisms involved in
the corticospinal modulation of nociceptive responses has been poorly explored. The
aims of the present study were to analyze the distribution of neurons into sensorimotor
cortex (SMCx) that project to the superficial dorsal horn in different lumbar segments of
the spinal cord (SC); also, determine if the population of SMCx neurons projecting to the
superficial dorsal horn is different from that projecting to the ventral horn, and analyze
the distribution of intraspinal electrophysiological responses caused by stimulation of
SMCx. We observed that: 1) SMCx neurons project individually to the superficial
laminae of the dorsal horn, in L3, L4 and L5 spinal cord segments; 2) the population of
SMCx neurons projecting to the dorsal horn is different from the population projecting to
the ventral horn in L5; 3) Local field potentials produced by cortical stimulation are
greater when the stimulation was performed on sites where neurons projecting to the
dorsal horn are located and have two components: one with shorter latency (22.81+0.75
ms and conduction velocity 4.38 + 0.02 ms™, n=6) originated in the superficial laminae of
the dorsal horn (0-300 um), and other with longer latency (45.09 + 2.62 ms and
conduction velocity 2.22 + 0.13 ms™; n=6) originated in intermediate gray matter (400-
1000 um) of SC. Our results suggest that different subpopulation of SMCx neurons
projects to dorsal, intermediate and ventral areas of the rat spinal cord.
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|. INTRODUCCION
I. 1 Dolor y aferentes nociceptivas

Algunos tejidos tienen receptores sensitivos especializados, llamados nociceptores, que
pueden ser activados por estimulos nocivos en los tejidos periféricos. Se distinguen tres
clases principales: 1) térmicos, activados por temperaturas que para un humano
podrian considerarse extremas (< 5° C y > 45°C); 2) mecanicos, activados por presion
intensa aplicada a la piel y; 3) polimodales, activados por estimulos mecanicos,

térmicos o quimicos (Millan, 1999; Bausbaum y Jessell, 2000, Purves et al., 2004).

Ademas, existe otra clase de nociceptores, los cuales han atraido mucho interés
dentro del contexto del dolor prolongado: los llamados receptores silentes, o tal vez,
mas apropiadamente, receptores durmientes (McMahon y Koltzenburg, 1990a;
McMahon y Koltzenburg 1990b; Treede et al., 1992; Schaible and Grubb, 1993;
Cervero, 1994; Koltzenburg, 1995). Aunque ningun tipo de nociceptores en realidad
muestra una actividad espontanea, el término “silente” se refiere a un subconjunto (tal
vez 10 £ 20%) de fibras amielinicas C que se localizan en la piel, articulaciones y

visceras (Cervero, 1994).

Las diferencias morfoldgicas y funcionales que presentan las fibras aferentes
primarias condujeron a Erlanger y Gasser (1937) a clasificarlas por su diametro,
velocidad de conduccién y tipo de informacién que transmiten. Dividieron las fibras
nerviosas en tres grupos: A (con cuatro subtipos Aa, AB, Ad y Ay), By C. Cada una de
estas clases de fibras codifica informacion sensorial, pero tienen diferente sensibilidad a
los estimulos innocuos y nocivos (Millan, 1999). De este modo, solo las fibras C y AJ,
son responsables de la conduccion de la informacion nociceptiva principalmente a las
capas superficiales (laminas | y Il) y profundas (V y VI) del asta dorsal, asi como la

lamina X circuncanular (Millan, 2002).

Las fibras Ad, tienen un diametro de 2+6 pm, son mielinizadas y transmiten los
potenciales de accién con velocidades de conduccién media (12+30 ms™). Son las
fibras mielinicas que presentan el menor grosor y todas pertenecen al sistema aferente.
Estas fibras principalmente transmiten la informacion correspondiente al dolor rapido y

punzante (Brodal, 1981), aunque también se les ha relacionado con las recepcion de
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cambios de temperatura (Darian-Smith y Johnson, 1977; Brown, 1981). Mientras que
las fibras C son delgadas (0.4-1.2 ym de diametro) y amielinicas con velocidades de
conduccion lentas (0.5+2.0ms™) (Millan, 1999). Constituyen tanto fibras sensoriales del
sistema somatico aferente, como fibras autbnomas postganglionares. En las raices
dorsales, su numero es de 3 0 4 veces mayor que el de las fibras mielinicas (Pinto et
al., 2008; Chen et al., 2010).

El estimulo nocivo captado por los nociceptores es codificado en potenciales de
accion, los cuales son conducidos por las fibras aferentes primarias (Ad y C), que hacen
contacto sinaptico con neuronas del asta dorsal (laminas | a VII) de la médula espinal y,
estas a su vez la conducen a centros cerebrales superiores, como el tronco encefalico y

algunas regiones del tAlamo (Lima y Almeida 2002; Shore et al., 2007).
I. 2 Modulacién de la informacidén nociceptiva

El dolor es una sefial esencial que representa urgencia, alerta y advertencia. A pesar de
ello, un amplio rango de experiencias conductuales y emocionales pueden modular su
percepcion e interpretacion. Esto ha permitido sugerir que, a pesar de ser un mensaje
fisioloégico primitivo y esencial, la “percepcion” del dolor puede ser regulada por la
accion del sistema nervioso central, de tal manera que existen mecanismos endégenos
que modulan la transmisién de informacién nociceptiva (Melzack y Wall, 1965; Craig,
2003).

En la médula espinal ocurre la primera interaccion sinaptica capaz de regular la
integracion y transmision de la informacién dolorosa. Asi, la actividad de las neuronas
que reciben informacién nociceptiva puede ser modificada por la influencia de otras
aferentes no nociceptivas, mediante interneuronas espinales inhibidoras. De esta forma,
existe un balance entre las entradas sinapticas nociceptivas y no nociceptivas que crea
un sistema de compuerta que es capaz de modificar la percepcion del dolor. Las
neuronas de amplio rango dinamico han sido elemento esencial en esta teoria, donde
las aferentes nociceptivas (fiboras C y Ad) tienen un efecto excitador “abriendo” la

compuerta, mientras las aferentes con respuestas a estimulos de bajo umbral, como las



fibras que median la sensacion tactil (AB), las inhiben “cerrando” la compuerta (Melzack
y Wall, 1965).

Este sistema de compuerta es modulado tanto por influencias segmentales,
como por influencias descendentes, provenientes de centros cerebrales. En general, las
vias descendentes que podrian estar modulando la nocicepcion mediante una
interaccion con varios elementos neuronales en el asta dorsal que podrian involucrar: 1)
terminaciones de las aferentes primarias; 2) neuronas de proyeccion, desde centros
cerebrales superiores; 3) interneuronas inhibidoras y excitadoras y, 4) terminaciones de

otras vias descendentes (Millan, 2002).
I. 3 Vias descendentes que modulan la informacion nociceptiva

De la misma manera que la informacion generada por la activacion de aferentes
nociceptivas es regulada por la informacion no nociceptiva a nivel segmental (Melzack y
Wall, 1965), existen multiples estructuras del sistema nervioso central que también
modulan de forma eficiente la integracion de la informacion nociceptiva, al ejercer un
potente control sobre las neuronas que reciben informacidn nociceptiva en las laminas I,
Il'y V del asta dorsal de la médula espinal (Millan, 2002). Entre ellas se encuentran el
hipotalamo, el area gris periacueductal, el nucleo parabraquial, el ndcleo del tracto
solitario, la formacién reticular rostroventromedial (incluyendo el nucleo del rafe), el
locus coeruleus y subcoeruleous y diversas areas de la corteza cerebral (Millan, 2002;
Waxman, 2010).

Una de las vias descendentes mejor estudiadas, que modulan la transmisién de
informacién nociceptiva viaja por el funiculo dorsolateral. Esta via inicia en neuronas
mesencefalicas del area gris periacueductal, las cuales establecen conexiones
excitatorias con la regién rostroventral de la médula oblongada, particularmente en los
nacleos del rafe magnus y el nucleo reticularis paragigantocelularis (Fields et al., 2006).
Los axones de las neuronas de estos nucleos establecen contactos sinapticos con
circuitos espinales inhibitorios que se localizan en el asta dorsal de la médula espinal,

los cuales también reciben informacion aferente nociceptiva (Villanueva y Fields, 2004).



Otro sistema descendente importante se origina en los nucleos locus coeruleus y
sub coeruleus, los cuales también inciden sobre neuronas de las laminas superficiales
de la médula espinal. Este sistema descendente también puede suprimir la actividad de
las neuronas nociceptivas del asta dorsal utilizando como neurotransmisor a la

noradrenalina (Fields et al., 1991, Yoshimura y Furue 2006).

Existen otras vias descendentes que también influyen sobre las laminas
superficiales del asta dorsal. Una de éstas, se origina en el nucleo paraventricular del
hipotalamo (Swanson y Mckellar, 1979; Condés-Lara et al., 2007) y usa como
neuromodulador al péptido oxitocina, el cual inhibe la transmisiéon de informacion
nociceptiva al activar interneuronas inhibidoras de la sustancia gelatinosa (Jo et al.,
2002; Rojas-Piloni et al., 2007; Condés-Lara et al., 2009) (figura 1).

Amigdala Hipotalamo

Sustancia gris periacueductal

Nucleo Formaciéon Locus Nucleo
parabraquial reticular coeruleus del rafe

Figura 1. Vias descendentes involucradas en la modulacion de la informacion
nociceptiva. Esquema representativo de las estructuras del sistema nervioso central
que modulan la integracion de la informacion nociceptiva. (Modificado de Purves et al.,
2004).



Adicionalmente, las proyecciones directas corticoespinales originadas en la
corteza sensoriomotora también se encuentran regulando la entrada y la transmisién de
la informacion nociceptiva. Estudios experimentales han mostrado que las respuestas
nociceptivas conductuales al dolor (Fonoff et al., 2009; Wang et al., 2009), asi como las
respuestas nociceptivas neuronales en al asta dorsal (Coulter et al., 1974; Yezierski et
al., 1983; Senapati et al., 2005 a y b; Rojas-Piloni et al., 2010), son atenuadas por la
estimulaciéon de la corteza sensoriomotora. Sin embargo, los mecanismos que esta via
utiliza para ejercer una modulacion en el asta dorsal han sido poco estudiados, por lo

tanto constituyen el objeto de estudio del presente proyecto de investigacion.



II. ANTECEDENTES
II. 1 Via corticoespinal

El tracto corticoespinal difiere en las distintas especies de mamiferos, no solo en el
namero de fibras que lo forman sino también en el lugar de terminacion en la médula
espinal y la trayectoria de los axones que lo conforman. Como norma general, el tracto
corticoespinal cruzado es caracteristico de los mamiferos (Canedo, 2003). Provee la via
mas directa sobre la cual la corteza cerebral controla el movimiento a través del
contacto directo o indirecto con las motoneuronas de la médula espinal (Bilgen, 2006).
En roedores y marsupiales la influencia que ejerce el tracto corticoespinal se da
también, sobre las interneuronas del asta dorsal, asi como sobre la sustancia gris de la
meédula espinal (Pierrot-Deseilligny y Burke, 2005; Schieber, 2007; Bruse-Ramer et al.,
2009).

El tracto corticoespinal cruzado caracteristico de los mamiferos, presenta un
comportamiento dominado por sefales visuales, de tal forma que los hemiespacios
visual y somatosensorial de un lado del cuerpo se proyectan hasta la corteza cerebral
del lado opuesto, cuyas salidas motoras proyectan de forma predominante al tronco
cerebral (Bentivoglio et al., 1980; Akintunde y Buxton, 1992a; Akintunde y Buxton,
1992b) y a la médula espinal contralaterales (Ullan y Artieda, 1981; Miller, 1987;
Akintunde y Buxton, 1992b). De esta forma, las sefales tactiles y visuales y las salidas
motoras se procesan e integran en el mismo hemisferio cerebral (Armengol, 1998). En
humanos, carnivoros y primates (Canedo, 2003), la mayoria de las fibras
corticoespinales cruzan la linea media en la unién bulboespinal y descienden por los
cordones dorsolaterales, en donde entran lateralmente a la sustancia gris de la médula
espinal. Mientras que en la rata (Akintunde y Buxton, 1992a), el tracto corticoespinal se
localiza por debajo de los tractos ascendentes, en particular del fasciculo gracilis,

(figura 2).



RATA HUMANO

A.

GATO

TRACTOS TRACTOS
C ASCENDENTES DESCENDENTES
[l coLumnas porsaLes CORTICOESPINAL
[l =seinomaLAmico I RusroESPINAL
[l esPnoceresELAR I RericuLoesPiNaL
I VESTIBULOESPINAL
RAFE-ESPINAL

Figura 2. Localizacion en la médula espinal de las vias descendentes y ascendentes
mas importantes en rata, humano y gato. Las lineas punteadas indican areas donde
algunos tractos se sobrelapan. Los diagramas muestran la localizacién de la mayoria de
las fibras que componen el tracto. (Modificado de Watson y Harvey, 2009).

En general, las fibras corticoespinales procedentes de las areas motora y
premotora terminan en la zona intermedia del asta ventral de la médula espinal. Por el
contrario las que se originan en la corteza somatosensorial terminan en el asta dorsal
(Schieber, 1999; Canedo, 2003). La mayoria de los axones corticoespinales cruzados
se originan en las zonas de la corteza motora que representan las extremidades y
tienen preferencia por los grupos neuronales de las capas intermedias y ventrales de la
médula espinal. Los axones corticoespinales que no decusan se originan, sobre todo,
en las zonas de representacion cortical del cuello, hombro y tronco y, tienen preferencia

por los grupos celulares mediales de las capas intermedia y ventral (Amaral, 2000b).

En humanos la corteza motora primaria (MI), se considera una estructura
ejecutora bajo la influencia de una gran variedad de sefales, incluyendo las periféricas

(Canedo, 2003). Esta organizada somatotdépicamente como la corteza somatosensorial.
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Especificamente regiones de la corteza motora tienen influencia sobre la actividad de
grupos de motoneuronas que a su vez comandan grupos de musculos. De esta forma,
las neuronas de la lamina V de la corteza motora primaria proyectan sus axones
directamente a neuronas motoras, o interneuronas, en el asta ventral de la médula

espinal por medio del tracto corticoespinal (Wise et al., 1979; Amaral, 2000a).

Se sabe que en la rata, las fibras del tracto corticoespinal a nivel cervical se
encuentran principalmente en las laminas IV y se extienden dentro de las laminas V y
VI. Asi mismo, existe evidencia que muestra que fibras del tracto corticoespinal se
extienden dentro del asta ventral y en las laminas VIl y VIl de los segmentos cervical y
lumbar (Gribnau y Dederen, 1989).

Il. 2 Somatotopia de la corteza sensoriomotora en rata

En la rata, las neuronas del tracto corticoespinal no solo se originan desde la corteza
motora, sino también desde la corteza somatosensorial primaria (Wise et al. 1979; Ullan
y Artieda, 1981; Miller, 1987). Ullan y Artieda (1981), mediante el trazado retrogrado con
peroxidasa de rdbano demostraron una organizacion diferente de algunas neuronas
corticoespinales (o piramidales) de la rata dispuestas en filas, ordenadas

somatotépicamente de acuerdo con los segmentos a los que proyectan.

El hecho de que el tracto corticoespinal se origina principalmente en la corteza
somatosensorial primaria sugiere funciones de control sensorial (Brown, 1971). Sin
embargo, existe un traslape entre la corteza somatosensorial primaria y motora
primaria, en la rata reportado por Hall y Lindholm (1974) y otros animales del orden
Monotremata, de la infraclase Marsupialia y de la clase Insecta (Lende, 1969). De esta
manera, el uso del término corteza sensoriomotora es mas adecuado en estos
organismos y sugiere que el arreglo de células corticoespinales puede ser el sustrato
morfolégico para la regulacion de las varias funciones de la médula espinal (Ullan y
Artieda, 1981). Estudios en la rata mediante el trazado retrogrado, de las neuronas de
la corteza motora que proyectan a la médula espinal han mostrado que éstas proyectan
de manera individual, es decir, no existe evidencia de que tales neuronas envien

colaterales hacia otros sitios de la médula espinal ni a estructuras subcorticales



(Akintunde y Buxton, 1992b). Ademas, se sabe que las neuronas corticoespinales en la
corteza sensoriomotora tienen un arreglo somatotopico (Wise et al.,, 1979): sin
embargo, no se sabe si existen neuronas de la corteza sensoriomotora que proyecten al
asta dorsal y a la ventral de la médula espinal, de manera simultanea en los mismos

segmentos espinales.

II. 3 Modulacion de la informacion sensorial en el asta dorsal mediada por la corteza

sensoriomotora

En la rata, las respuestas de las neuronas del asta dorsal de la médula espinal a
estimulos nociceptivos, pueden ser inhibidas mediante la estimulacion de la corteza
sensoriomotora (Rojas-Piloni et al., 2010). Los mecanismos posibles de esta inhibicion
se desconocen, pero podrian involucrar la activacion directa de interneuronas
inhibitorias en la médula espinal por la via del tracto corticoespinal, o por la interrupcién
de la transmisiéon de la informacion nociceptiva desde la médula espinal a través de la
activacion de los sistemas descendentes moduladores del dolor (Viisanen y Pertovaara,
2010; Pagano et al., 2011). Es por ello que la medicion directa de la actividad neuronal
en el asta dorsal en rata es importante para entender los posibles mecanismos
involucrados en la induccién de antinocicepcion por la estimulacion de la corteza

somatosensorial primaria (Senapati et al., 2005b) y motora (Senapati et al., 2005a).

Lindblom y Ottoson (1957) reportaron que la estimulacién eléctrica de la corteza
sensoriomotora en el gato reducia las respuestas aferentes en la médula espinal, al

parecer por un mecanismo de inhibicion presinaptica (Meyerson, 2005).

En la década de los 60’s Andersen et al. (1964) y Darian-Smith y Yokota (1966)
estudiaron los efectos producidos por la estimulacion de la corteza cerebral sobre los
potenciales de la raiz dorsal, asi como sobre la excitabilidad de las terminales centrales
musculares y las aferentes cutaneas. Concluyeron que las areas corticales con mayor
eficacia en la producciéon de la depolarizacion de las aferentes primarias (PAD, por sus
siglas en inglés) son la somatosensorial y motora. Ademas, Carpenter et al. (1963), asi
como Rudomin et al. (1986) y Eguibar et al. (1994), encontraron que la estimulacién de

la corteza motora y del tracto piramidal produce la PAD en aferentes Ib y fibras



cutaneas e inhibe la PAD en las fibras la. Estudios previos mostraron que la PAD
(deducida de los potenciales de raiz dorsal) es producida luego de la estimulacion de
las areas corticales asociativas (Abdelmoumeéne et al. 1970). Aunque los estudios
mencionados documentan los efectos producidos por la estimulacion de la corteza
cerebral, ofrecen muy poca informacién acerca de la selectividad de las acciones de la
corteza sensoriomotora de acuerdo al tipo y origen de las aferentes musculares y
cutdneas que son moduladas, asi como los elementos corticales y medulares

involucrados.
Il. 4 Efectos de la estimulacion cortical en pacientes con dolor crénico

La estimulacion de las areas motoras de la corteza cerebral, ha sido usada para el
tratamiento clinico del dolor crénico y neuropatico (Nguyen et al., 1999; Carrol et al.,
2000; Canavero et al., 2002). Sin embargo, debido a que tales tratamientos se han
aplicado de manera empirica, los mecanismos involucrados en el alivio del dolor con la
estimulacién eléctrica de la corteza (MCS, por sus siglas en inglés) son poco conocidos
(Meyerson, 2005).

Mediante tomografias por emisién de positrones (PET), se ha reportado que la
estimulacién de la corteza motora aumenta el flujo sanguineo cerebral en el talamo
ventro lateral ipsilateral, cingulo, la corteza orbito-frontal y el tronco cerebral (Peyron et
al., 1995; Garcia-Larrea et al., 1997; Garcia-Larrea et al., 1999). El grado de analgesia
se correlaciona con el aumento en el flujo sanguineo, lo cual podria explicar en parte
estos efectos analgésicos (Garcia-Larrea et al., 1999). Estos resultados sugieren que
un sistema procedente de la corteza motora es necesaria para el alivio eficaz del dolor
(Brown y Barbaro, 2003).
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I1l. JUSTIFICACION

Existen diversas vias descendentes que modulan la transmision de la informacién
nociceptiva a nivel del asta dorsal de la médula espinal. Es asi que clinicamente, se ha
utilizado la estimulacién de diversas areas cerebrales para el combate del dolor crénico
y neuropético, pues esta estrategia permite la activacion directa o indirecta de los
sistemas de modulacion descendentes. Entre los sistemas mas estudiados se
encuentran las proyecciones serotoninérgicas del nacleo del rafe magno (Millan, 2002),
las noradrenérgicas originadas del locus coeruleous (Fields et al., 1991, Yoshimura y
Furue, 2006) y la via oxitocinérgica hipotalamo-espinal (Jo et al., 2002; Rojas-Piloni et
al., 2007; Condés-Lara et al., 2009). Sin embargo, los mecanismos de modulacion de la
informacion nociceptiva mediados por otros sistemas son poco entendidos en la
actualidad. En particular, la participacién del sistema descendente corticoespinal es uno
de ellos a pesar de que clinicamente, la estimulacion de la corteza motora se ha
utilizado para combatir el dolor crénico y neuropatico (Nguyen et al., 1999; Carrol et al.,
2000; Canavero et al., 2002).

En el asta dorsal ocurre la primera interaccién sinaptica capaz de modular la
transmisién de informacion nociva. El tracto corticoespinal desciende por toda la
longitud de la médula espinal, emite fibras a la sustancia gris en todos los niveles, se
distribuye en partes de las laminas 1V, V, VI y VII, ademas disminuye de tamafio en
forma progresiva en niveles mas caudales (Carpenter, 1994). Ademas, se sabe que una
proporcién importante también termina en el asta dorsal (Kuypers, 1981; Armand, 1982;
Rojas-Piloni et. al, 2010). Sin embargo, se desconoce si los grupos de neuronas
corticales que proyectan al asta ventral, evidentemente con funciones motoras,
constituyen una poblacion diferente de aquellas neuronas que proyectan al asta dorsal.
En este proyecto estudiamos esta posibilidad utilizdndose dos estrategias
experimentales: el uso de trazadores neuronales retroégrados fluorescentes y el registro
electrofisiolégico de los potenciales de campo intraespinales provocados por la

estimulacién cortical.
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IV. HIPOTESIS

Las neuronas de la corteza sensoriomotora que proyectan al asta dorsal constituyen

una poblacién distinta de aquellas que proyectan al asta ventral.
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. OBJETIVOS

Determinar la distribucion de las neuronas de la corteza sensoriomotora que

proyectan al asta dorsal de los segmentos lumbares.

Determinar si las neuronas de la corteza sensoriomotora que proyectan al asta

dorsal constituyen una poblacion distinta de las que proyectan al asta ventral.

Analizar la distribucion de respuestas espinales provocadas por la estimulacién

de la corteza sensoriomotora.
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VI. MATERIAL Y METODOS
VI. 1 Sujetos

Se utilizaron ratas (n= 32 para el trazado neuronal y n= 6 para los registros de los
potenciales de campo intraespinales) macho de la cepa Wistar, con un peso de 280-300
g, los cuales se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con comida y
agua a libre demanda. Todas las manipulaciones experimentales estaran sujetas a las
disposiciones del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia y los lineamientos

de la International Association for the Study of Pain.
VI. 2 Trazado neuronal retrégrado
VI. 2. 1 Inyeccion de los trazadores neuronales retrogrados

Todos los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con una mezcla de
Ketamina/Xilacina (70/6 mg/Kg). Luego de ser anestesiados, se montaron en un
aparato estereotéxico para realizar una laminectomia a nivel de los segmentos
lumbares L4-L6 de la médula espinal, ubicados a partir de los esquemas vy

fotomicrografias del Atlas de Paxinos y Watson (1998).

Para determinar la distribucion de neuronas corticales que proyectan a las
laminas superficiales del asta dorsal, se inyectaron los trazadores neuronales
retrogrados Fluoro Gold (FG) al 2.5% en agua destilada en el segmento L3, True Blue
(TB) en cristales en el segmento L4 y Diamidino Yellow (DY) en cristales en el
segmento L5 del asta dorsal. La inyeccién del trazador FG se realizé con un electrodo
de vidrio con un didmetro en la punta de 15 um, acoplado a una pipeta Hamilton y a su
vez acoplada a un Vernier. De esta forma; se inyectdé mediante presion 5-10 nl de FG a
una profundidad de 200 um desde la superficie a nivel de L3. Adicionalmente, con un
electrodo de punta roma, se insertd un cristal de TB en el asta dorsal a nivel de L4 y un

cristal de DY en el asta dorsal a nivel de L5.

En otro grupo de animales se analizé la distribucion de las poblaciones de
neuronas que proyectan al asta dorsal, las que proyectan al asta ventral y aquellas que

proyectan a ambas regiones. Para ello, se utiliz6 una combinacién de trazadores
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retrogrados TB y FG, o DY y TB. En donde, el TB (6 DY) se coloco en el asta dorsal a
nivel L4 por medio de cristales y el FG (6 TB) se inyectd a nivel del asta ventral en este

mismo segmento utilizando la técnica descrita anteriormente.

Una vez inyectados los trazadores, se suturaron los masculos paravertebrales y
la piel. Se siguid la condicion de cada animal posterior a la cirugia y solo se utilizaron
los animales que no muestren signos de pardlisis en alguno de los miembros

posteriores.
VI. 2. 2 Perfusion

Transcurrido un tiempo de sobreviviencia de 13 dias, los animales se anestesiaron con
una sobredosis de pentobarbital sédico (45 mg/Kg) via intraperitoneal y se realiz6 una
perfusidon via intracardiaca mediante una solucién de lavado con NaCl al 0.9% y con
una solucion fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.4
(PB). Una vez terminada la perfusion se extrajeron el cerebro y la médula espinal de
cada animal. El tejido se mantuvo en un periodo de posfijacion en paraformaldehido al
4% en PB durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo el tejido se coloc6 en una solucién

de sacarosa al 30% en PB y se mantuvo en refrigeracion hasta que fueron cortados.
VI. 2. 3 Cortes histologicos del tejido

El cerebro y la médula espinal de cada animal se colocaron y congelaron durante 5
minutos a -40°C en un microtomo de congelacion (LEICA SM 2000R). Se realizaron
cortes transversales de 40 ym de espesor en los segmentos lumbares de la médula
espinal y cortes sagitales del cerebro. Se obtuvieron 5 series cada 200 ym, las cuales

fueron montadas en portaobjetos doblemente gelatinizados.
VI. 2. 4 Técnicas de deshidratacion y tincion del tejido
VI. 2. 4. 1 Deshidratacion del tejido

Los cortes de la serie 1 y 2 fueron deshidratados en un tren que contiene alcohol al
70%, al 80%, al 96% y al 100% vy, xilol absoluto. Posteriormente los cortes fueron

montados con resina DPX y un cubreobjetos, para su posterior analisis.
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VI. 2. 4. 2 Tincion del tejido

Los cortes de cerebro sagitales de la serie 3 fueron tefiidos con violeta de Cresilo al
0.5% para su estudio histologico, primero mediante un tren de hidratacion que consta
de xilol absoluto, alcohol al 100%, al 96%, al 80%, al 70% y una solucién de violeta de
Cresilo al 0.5%, posteriormente se llevo a cabo una deshidratacion, como se menciond

en el apartado anterior, y se montaron con resina Entellan para su analisis.
VI. 2. 5 Cuantificacion de neuronas marcadas con FG, TB y DY.

Se obtuvieron imagenes digitales de los cortes de cerebro a nivel de la corteza
sensoriomotora; sobre dichas imagenes se analizé la distribucion de las neuronas
marcadas en dicha regién, a aumentos de 100x y 400x. Esto se realiz6 con ayuda del
programa computacional MDSYS4. Con estos datos se realizaron mapas en los que se
representd la localizacion de las neuronas que proyectan a cada region de la médula

espinal.
VI. 2. 6 Andlisis histolégico

Los cortes fueron observados en un microscopio con sistema de fluorescencia con un
filtro UV (A = 350-460 nm) (LEICA); para identificar en los sitios de inyeccion el FG en
L3, TB en L4 y DY en L5, y en la corteza sensoriomotora las neuronas marcadas con
FG, TBy DY.

Las preparaciones tefiidas con violeta de Cresilo al 0.5% se observaron en un
microscopio Optico a un aumento de 25x, para establecer la ubicacion de las laminas

de la médula espinal, asi como la corteza sensoriomotora.
VI. 3. Andlisis de las respuestas espinales producidas por estimulacién cortical
VI. 3. 1 Preparacion experimental

Los animales se anestesiaron con uretano (1.4 g/kg de peso corporal i.p.). Las ratas
anestesiadas fueron traqueotomizadas y ventiladas artificialmente durante todo el
experimento. Asimismo, se monitoreé el CO, tidal y el electrocardiograma, la
temperatura corporal fue mantenida a 37°C por medio de un colchon térmico.
Posteriormente los animales se colocaron en un aparato estereotaxico en donde se
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fijaron la cabeza y la columna vertebral en los niveles L3-L5. Se realiz6 una
laminectomia para exponer los segmentos espinales L3-L5. Finalmente, se realiz6 una
craneotomia para exponer la corteza sensoriomotora contralateral al sitio de registro en
la médula espinal, AP +2 a -2 partir de Bregma y lateralidad +2 a +4 a partir de la linea

media (Paxinos y Watson, 1998).
VI. 3. 2 Registro y estimulacion

Los registros de campo intraespinales se realizaron por medio de electrodos de vidrio
llenos con una solucion de NaCl 2 M, didmetro de la punta de 1.0-2.5 ym y resistencia
de 1.2-1.8 MQ y acoplados a un micromanipulador (Narishigue MWS-32). Las sefales
registradas se amplificaron utilizando como frecuencias de corte 0.3 Hz y 30 KHz.
Durante el experimento todos los potenciales fueron digitalizados y almacenados para

su posterior analisis con el programa Axoscope (V10.0 Axoninstruments).

La estimulacion de la corteza se llevd a cabo con una matriz de 15 electrodos
bipolares de acero inoxidable, acomodados en un arreglo de 3x5, con una separacion
de 1 mm entre las puntas, esta matriz fue insertada 1500 um a partir de la superficie del
cerebro. Los estimulos consistieron en trenes de 5 estimulos (duracion de los
pulsos100 us, 100Hz), se registraron los potenciales de campo del promedio de 16
estimulos. La intensidad de estimulacion se ajusto en cada experimento para obtener

respuestas del 50% de la amplitud maxima (150 - 300 pA).

En la médula espinal, se realizaron los registros de las respuestas
electrofisiolégicas de campo registradas a distintas profundidades desde la superficie (O
a 2000 um), contra e ipsilateralmente al sitio de estimulacién cortical. Se estimularon
cuatro areas de la corteza sensoriomotora en distintos tiempos y las siguientes
coordenadas: 1) AP +2, lat +2; 2) AP +2, lat +4; 3) AP -2, lat +2 y; 4) AP -2, lat +4
(Paxinos y Watson, 1998). Se promediaron 16 respuestas provocadas para cada

condicion experimental.
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VI. 3. 3 Andlisis de resultados

Se analizaron las amplitudes de las respuestas de campo provocadas por la
estimulacién cortical. Los resultados obtenidos en todos los experimentos fueron

promediados para analizar las profundidades de amplitud maxima.
VI. 3. 4 Andlisis estadistico

Para comparar las amplitudes de las respuestas entre los PCI contra e ipsilaterales al
sitio de estimulacion se realizd6 una prueba Wilcoxon. Se consideraron como

significativos los valores de p<0.05.
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VIl.  RESULTADOS

VII. 1 Distribuciéon de las neuronas en la corteza sensoriomotora que proyectan a los

segmentos lumbares L3, L4 y L5 de la médula espinal

Los cortes transversales de la médula espinal mostraron que los sitios de inyeccion de
los 3 trazadores en los segmentos lumbares se observaron de la siguiente manera: DY
en L3, FG en L4y TB en L5 (figura 3C). La inyeccion de DY en L3 abarcé una longitud

de 2.6 mm, la de FG en L4 abarc6 3.2 mm, mientras que la de TB en L5 abarcé una

longitud de 2.2 mm.

A

7

400X 25X

Figura 3. Sitios de inyeccion en los segmentos lumbares de la médula espinal. El panel
A muestra ejemplos de las neuronas marcadas en la corteza contralateral a los sitios de
inyeccion. Las neuronas marcadas con FG se indican con flechas blancas, las
marcadas con DY se indican con flechas amarillas y las flechas rojas muestran las
marcadas con TB. B, esquema que indica los segmentos espinales en los cuales se
inyectaron el DY (verde), FG (amatrillo) y TB (azul). C, fotomicrografias de los sitios de
inyeccion con DY, FG y TB.
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Es importante recalcar que el FG, a diferencia del DY y TB, fue inyectado en forma de
solucion, lo que pudo influir para que el trazador se difundiera en una mayor area a

diferencia del DY y TB que fueron inyectados en forma de cristal.

VIl. 1. 1 Andlisis de la distribucibn de neuronas corticoespinales marcadas con

trazadores retrogrados en la corteza cerebral

Se analizaron las cortezas ipsilateral y contralateral al sitio de inyeccion en el asta
dorsal. Solo fueron observadas neuronas marcadas en la corteza contralateral a los
sitios de inyeccion. Ninguna neurona marcada con alguno de los 3 trazadores se
observo en la corteza ipsilateral a los sitios de inyeccidén. El analisis de la cuantificacién
y distribucién de la neuronas corticales marcadas con DY, FG y TB en la corteza
contralateral (figura 4A) fueron realizadas con el programa MDSYS4, el cual permitio

realizar un mapeo de la localizacion de las neuronas marcadas (figura 4C).

La distribucion de las neuronas marcadas en la corteza contralateral mostraron
una distribucion desde 1.6 a 2.8 mm a partir de la linea media (figura 4A). Se
observaron en total 162 neuronas marcadas con FG, correspondientes a las neuronas
gue proyectan a L4; 3 neuronas marcadas con DY, que envian proyecciones a L3;y 8
neuronas marcadas con TB, las cuales proyectan a L5 (n= 1). No se observaron
neuronas en la corteza contralateral doble o triplemente marcadas. Por otro lado,
encontramos que las neuronas marcadas con FG fueron las mas abundantes. Esto
podria deberse a que el FG gue se inyectd en el segmento L4, abarc6 al segmento L4
casi en su totalidad (3.2 mm), a diferencia de los otros dos trazadores, los cuales se

distribuyeron en una menor area en la médula espinal.

La distribucién de las neuronas que proyectan a L3, L4 y L5 corresponde
solamente a la corteza somatosensorial primaria. Esto se comprob6é con los cortes
sagitales de cerebro tefiidos con violeta de Cresilo (0.5%), los cuales también sirvieron
para verificar que las neuronas en la corteza contralateral marcadas con los 3 distintos
trazadores se ubicaron en la capa V de la corteza, que corresponden de acuerdo a su

localizacion a células piramidales (figura 4A).
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Figura 4. Distribucién de las neuronas que proyectan a L3 marcadas con DY (simbolos
amarillos), L4 marcadas con FG (simbolos naranjas) y a L5 marcadas con TB (simbolos
verdes) en la corteza sensoriomotora contralateral al sitio de inyeccién. En el panel A se
muestra la distribucion mediante la digitalizacién de los cortes sagitales de cerebro
correspondientes a la corteza contralateral al sitio de inyeccion. El panel B muestra una
fotomicrografia de un corte sagital de cerebro, que muestra ejemplos de neuronas
marcadas con FG (flecha blanca) y marcadas con TB (flecha roja). El panel C muestra
el esquema, de un cerebro de rata, con la posicion relativa de las fisuras de Bregma,
Lambda y la linea media en el que se representa la distribucion de las neuronas
marcadas con DY (zona amarillo), FG (zona naranja) y TB (zona verde).

Las neuronas marcadas con DY se localizaron medialmente respecto a aquellas

marcadas con FG y TB. Asimismo, la inyeccion de DY se realizd en el segmento mas
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rostral (L3), lo cual refuerza la idea de que la distribucion de las neuronas de la corteza

sensoriomotora presenta una somatotopia.

VII. 2 Distribucion de las neuronas en la corteza sensoriomotora que proyectan a las

astas dorsal y ventral del segmento lumbar L5 de la médula espinal

A continuacion se describe la distribucién de las neuronas corticales cuyas inyecciones
se llevaron a cabo en al asta dorsal (TB 6 DY) y ventral (FG 6 TB) a nivel del segmento

L5 de la médula espinal.

Se analizaron los sitios de inyeccion en 2 animales. Para el analisis de los sitios
de inyeccion de los trazadores retrogrados, se realizaron cortes transversales en la
médula espinal, en los segmentos lumbares. De esta forma, los sitios de inyeccion se
localizaron en el segmento L5 (TB en el asta dorsal y FG en el asta ventral) (figura 5) y

se distribuyeron en una longitud de 3 mm.

Se analizaron las cortezas ipsilateral y contralateral al sitio de inyeccion; sin embargo,
sélo fueron observadas neuronas marcadas en la corteza contralateral a los sitios de

inyeccion (figura 6).

Las neuronas marcadas en la corteza contralateral mostraron una distribucion
desde 2.04 a 2.64 mm a partir de la linea media (figura 6A). El nimero de neuronas
marcadas con TB (que proyectan al asta dorsal) y FG (que proyectan al asta ventral)
para el primer animal fue de 15 y 42, respectivamente, mientras que en el segundo

animal se cuantificaron 320 y 442 neuronas, respectivamente.

No se observaron neuronas en la corteza contralateral doblemente marcadas
(6B). Por otro lado, encontramos que las neuronas marcadas con FG fueron las méas
abundantes, lo que sugiere que la poblacién de neuronas corticales que proyecta al

asta dorsal constituye una poblacion diferente de las que proyectan al asta ventral.
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Figura 5. Sitios de inyeccion en el segmento lumbar L5 de la médula espinal. A,
esquema que ilustra el segmento lumbar donde se llevé a cabo la inyeccién de FG y
TB. B, fotomicrografia de los sitios de inyeccion en los cuales se inyectaron FG (flecha
blanca) en el asta ventral y TB (flecha roja) en el asta dorsal. C, reconstruccion de los
cortes con los sitios de inyeccién. La flecha morada indica el corte de los sitios de
inyeccién mostrados en B.

Por otro lado, las neuronas marcadas que observamos en la corteza sensoriomotora, ya
sean las que proyectan al asta dorsal (marcados con TB) o aquellas que proyectan al
asta ventral (marcadas con FG), segun los diagramas del atlas de Paxinos y Watson
(1998), se distribuyeron en la parte de la corteza sensoriomotora que tiene las
representaciones de la corteza motora primaria y la somatosensorial primaria de las

extremidades posteriores (figura 7).
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Figura 6. Distribucion de las neuronas que proyectan al asta dorsal y ventral a nivel de
L5, marcadas con FG (cruces naranjas) y TB (circulos negros) en la corteza
sensoriomotora contralateral al sitio de inyeccion. En el panel A se muestra la
distribucion mediante la digitalizacion de los cortes sagitales de cerebro
correspondientes a la corteza contralateral al sitio de inyeccion. El panel B muestra una
fotomicrografia de un corte sagital de cerebro, que muestra ejemplos de neuronas
marcadas con FG (flecha blanca) y TB (flecha roja). El panel C muestra el esquema, de
un cerebro de rata, con la posicion relativa de las fisuras de Bregma, Lambda y la linea
media en el que se representa la distribucion de las neuronas marcadas con FG (zona
naranja) y TB (zona verde).
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Figura 7. Localizacion de los sitios donde se localizaron la neuronas marcadas
proyectan al asta dorsal (circulos verdes) y al asta ventral (cruces naranjas) en la
corteza sensoriomotora. Diagrama A, esquema tomado y modificado de Paxinos y
Watson (1998) a 2.40 mm a partir de la linea media, B Digitalizacién de un corte sagital
a 2.44 mm a partir de la linea media. M2: corteza motora secundaria; M1: corteza
motora primaria; S1HL: region de las extremidades posteriores de la corteza
somatosensorial primaria; S1Tr: regiéon del tronco de la corteza somatosensorial
primaria; PtA: corteza parietal de asociacion; V2ML: area mediolateral de la corteza
visual secundaria; V1M: area monocular de la corteza visual primaria.

VII. 3. Analisis de los potenciales de campo intraespinales producidos por la

estimulacioén cortical

Con la finalidad de analizar la distribucion de los potenciales de campo intraespinales
(PCI) producidos por la activacién de las neuronas de la corteza sensoriomotora, se
analizaron las respuestas provocadas por la estimulacion cortical a distintas
profundidades en la médula espinal. Para elegir la intensidad media de estimulacion se
realizdé una curva entrada-salida antes de iniciar cada experimento. Los potenciales de
campo intraespinales producidos por la estimulacién cortical (trenes de 5 pulsos, 100
ps, 1 kHz y 150 pA) muestran dos componentes. El primer componente tiene una
menor latencia (22.81+0.75 ms y velocidad de conduccién 4.38 + 0.02 ms™; n=6) y se

encuentra superficialmente entre 0-300 um, mientras que el segundo componente
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presenta una latencia mayor (45.09 £ 2.62 ms y velocidad de conduccién 2.22 + 0.13

ms*; n=6) y se encuentra 400-1000 ym (figura 8).

A ¥ B Curva Entrada-Salida

(CAD)s
8

Figura 8. Potencial de campo intraespinal provocado por la estimulacién de la corteza
sensoriomotora.. A, muestra el PCI contralateral al sitio de estimulacion a una
profundidad de 400 um, en el punto mas rostral de la matriz de estimulacion (AP +2,
lateralidad +2). B, curva entrada-salida que indica la relacién de la amplitud de la
respuesta de los PCI con la intensidad de estimulacion. Se muestran, ademas, el
artefacto de estimulacion (flecha amarilla), el primer (flecha roja) y segundo
componente (flecha verde).
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Los PCI ipsilaterales al sitio de estimulacibn mostraron un comportamiento
similar a los PCI contralaterales, sin embargo, las amplitudes de respuesta fueron
significativamente menores (figura 9). Adicionalmente, en los registros ipsilaterales al
sitio de estimulacion cortical solo identificamos la respuesta de corta latencia y no

distinguimos la respuesta de latencia mayor.
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Figura 9. Comparacion de los PCIl contra e ipsilaterales al sitio de estimulacion.
Ejemplos de PCl a 100 um de profundidad, A, contralateral y B, ipsilateral, al sitio de
estimulaciéon. En C se observa que la amplitud de respuesta de menor latencia es
mayor en los PCI contralaterales al sitio de estimulacion (*p<0.05, prueba Wilcoxon, n=
24 intentos). Artefacto de estimulacion (flecha amarilla), primer componente (flecha
roja).

Con la finalidad de analizar las fuentes y sumideros de corriente se midieron las
amplitudes de ambos componentes, a diferentes profundidades de la ME (figura 10). De
esta manera, las mayores amplitudes en la respuesta de corta latencia se producen a
una profundidad de 0-300 um, que corresponde al asta dorsal de la médula espinal. El
componente de mayor latencia mostro tener una amplitud mayor a profundidades entre
500-1000 um, que corresponden a la sustancia gris intermedia y parte del asta ventral

(Paxinos y Watson, 1998) (figura 11). Asimismo, la polaridad del primer componente se
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invierte a las 600 ym y la polaridad del segundo componente se invierte a una
profundidad de 300 pm.

MAAANASA AN AANAAANNAA
‘\ 100 pv
\ 20 ms

100 pV
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Figura 10. PCI a diferentes profundidades de la médula espinal. PCl a 100 ym (A), 400
pm (B) y 1800 um (C) de profundidad. Noétese que para los tres registros el primer
componente (flecha roja), mientras que en B y C aparece también el segundo
componente (flecha verde). Artefacto de estimulacion (flecha amarilla).

Por otro lado, se analizaron los PCI producidos por la estimulacion de diferentes
regiones de la corteza sensoriomotora (n=6). El analisis mostré que existe un
comportamiento similar cuando se estimulan las distintas regiones. Sin embargo, la
amplitud de los PCI provocados por la estimulacion de las regiones rostrales de la
corteza sensoriomotora (AP +2, lat +4) fue de menor amplitud (figuras 9y 11).
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Figura 11. Amplitud de las respuestas de campo provocadas por la estimulacion de la
corteza sensoriomotora en diferentes puntos y profundidades. A, esquema de la médula
espinal y ejemplo de potencial de campo a 400 um de profundidad, provocado por la
estimulacién de la corteza sensoriomotora del punto 1 (flecha negra). B, zonas de
estimulacién en la corteza sensoriomotora. 1-4: puntos de la corteza sensoriomotora
gue se estimularon. 1: AP+2, lateralidad +2; 2: AP +2, lateralidad +4; 3: AP-2,
lateralidad +2; 4: AP -2, lateralidad +4.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS
VIII. 1 Distribucién de las proyecciones corticoespinales

En este trabajo de tesis, mediante el trazado neuronal retrégrado se demostré que
existe una proyeccion directa de la corteza sensoriomotora hacia las capas superficiales
del asta dorsal contralateral de la médula espinal. Estos resultados confirman reportes
previos, con diferentes metodologias de trazado neuronal, que describen una
proyeccion de la corteza sensoriomotora hacia el asta dorsal contralateral de la médula
espinal (Cheema et al. 1984; Miller, 1987; Casale et al.,, 1988; Akintinde y Buxton
1992b).

El tracto corticoespinal pertenece al sistema piramidal y aunque las fibras del
sistema piramidal son las que emiten un mayor niamero de ramas colaterales tanto a
nivel supraespinal como intraespinal (Canedo, 2003), en este trabajo no se encontraron
neuronas doblemente marcadas cuando los trazadores fueron inyectados en tres
segmentos distintos del asta dorsal a nivel lumbar. Esto sugiere que no existen o hay
muy pocas colaterales que lleguen a las capas superficiales del asta dorsal de distintos

segmentos espinales (Akintunde y Buxton, 1992b; Brosamle y Schwab, 1997).

Otro dato interesante es que no se observaron neuronas marcadas en la corteza
sensoriomotora ipsilateral al sitio de inyeccidén, probablemente debido a que las
inyecciones se realizaron de forma muy puntual, sélo en las capas superficiales del asta
dorsal, por lo que la probabilidad de marcaje de neuronas ipsilaterales al sitio de
inyeccion fue muy baja. En este sentido, se ha reportado que aproximadamente sélo del
5-9 % a nivel lumbar de las fibras del tracto corticoespinal en la rata no decusan

(Brésamle y Schwab, 1997; Brus-Ramer et al., 2009) y se mantienen ipsilaterales.

VIIl. 2 Proyecciones corticoespinales a diferentes regiones de la sustancia gris de la

médula espinal

El tracto corticoespinal es el mayor tracto de fibras descendentes de la corteza cerebral
y es conocido por ser una importante via motora (Joosten y Gribnau, 1988; Bilgen,
2006; Schieber, 2007; Bruse-Ramer et al., 2009).
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Es sabido que, en la rata, las neuronas del tracto corticoespinal no solo se
originan desde la corteza motora, sino también desde la corteza somatosensorial
primaria (Wise et al. 1979; Ullan y Artieda, 1981; Miller, 1987). Sin embargo, existe un
traslape entre la corteza somatosensorial primaria y motora primaria (corteza
sensoriomotora) (Hall y Lindholm, 1974), lo que sugiere que la transmision de la
informacion por el tracto corticoespinal involucra un conjunto de funciones
somatosensoriales y motoras, en la que la interaccion de éstas no es del todo clara. En
este trabajo encontramos que las neuronas de la corteza sensoriomotora que proyectan
a las capas superficiales del asta dorsal constituyen una poblacién diferente de las que
proyectan al asta ventral. Y ademdas, se encuentran en la parte de la corteza
sensoriomotora que representa la corteza motora primaria y la somatosensorial primaria

gue representa las extremidades posteriores.

La distribucion de las neuronas de la corteza sensoriomotora que proyectan al
asta dorsal de la médula espinal corresponde con la reportada en la bibliografia
(Gribnau y Dederen, 1989; Akintunde y Buxton, 1992 a y b). Asimismo, existe evidencia
de que las proyecciones directas del tracto corticoespinal no emiten colaterales (Ullan y
Artieda, 1981; Gemma et al., 1987; Brosamle y Schwab, 1997), por lo que cada
neurona tiene so6lo una proyeccion que desciende hacia todos los niveles de la médula

espinal (Brosamle y Schwab, 1997).

Las neuronas de la lamina V de la corteza motora primaria proyectan sus axones
directamente a neuronas motoras, o interneuronas, en la lamina VIl y el asta ventral de
la médula espinal por medio del tracto corticoespinal (Wise et al., 1979; Amaral, 2000a;
Shieber, 2007). Una importante cantidad de fibras que sélo llegan a las capas
superficiales del asta dorsal (Cheema et al., 1984; Miller, 1987, Casale et al., 1988), que

podrian estar regulando la informacion sensorial ascendente.

El propdsito fundamental del trazado neuronal es dilucidar conexiones
anatomicas dentro del sistema nervioso. Los trazadores son tipicamente usados para
identificar las células de origen que inervan ciertas estructuras cerebrales, asi como las
terminaciones de las mismas. El trazado neuronal permite no solo la definicion de

poblaciones neuronales de acuerdo con sus conexiones anatomicas, incluso permite
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hacer un amplio rango de aproximaciones adicionales, como las estrategias con
multiple trazado, en donde con el uso de diferentes trazadores fluorescentes se pueden
estudiar las proyecciones divergentes o convergentes (Kdbbert et al., 2000; Lanciego et
al., 2000).Sin embargo, existen limitaciones en la técnica del trazado neuronal que
dependen de las caracteristicas del trazador usado, las técnicas de fijacion del tejido y
la susceptibilidad de los trazadores a ciertas sustancias usadas para la fijacion del
tejido, las estructuras y distancias anatomicas donde se pretenden usar (Vercelli et al.
1999; Kobbert et al., 2000). En este trabajo encontramos que las inyecciones de los
trazadores retrogrados que realizamos solo abarcaron las laminas superficiales del asta
dorsal (laminas I-1ll). De esta manera, se muestra una distribucién de las proyecciones
corticoespinales, como lo reportado previamente (Wise et al., 1979; Ullan y Artieda,
1981; Armand, 1982; Gribnau y Dederen, 1989). Sin embargo, no podemos descartar
que los trazadores difundieran mas profundamente y fueran incorporados por neuronas
de otras zonas de la ME, o bien, por proyecciones localizadas superficialmente de
neuronas en zonas mas profundas. Asi como por la forma en que se aplicaron, pues
uno de ellos estaba disuelto en solucién (Fluoro Gold) mientras que los otros (Diamidino
Yellow y True Blue) se encontraban en forma de cristal, los cuales tardan mas en

difundir por la médula espinal.
VIII. 3 Potenciales de campo intraespinales producidos por la estimulacion cortical

La estimulacion de la corteza sensoriomotora provoca respuestas de campo
intraespinales distintas a diferentes profundidades. Cuando se estimula la corteza
sensoriomotora, la mayor negatividad en el primer componente de los PCIl se
encuentran en el asta dorsal entre las laminas I-lll (figura 7).Asimismo, los sitios de
estimulacibn que provocan mayores respuestas en nuestros experimentos
corresponden a las mismas zonas que al ser estimuladas inhiben las respuestas
neuronales nociceptivas espinales (Senapati et al 2005a y b; Rojas-Piloni et al 2010) y
conductuales (Fonoff et al 2008) en las extremidades posteriores.

Aunque nosotros no encontramos neuronas marcadas en la corteza ipsilateral al
sitio de inyeccion, si observamos PCI ipsilaterales al sitio de estimulacion, esto nos

conduce a pensar que las fibras del tracto corticoespinal que no decusan podrian
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también ser parte del sistema de modulacion descendente del tracto corticoespinal.
Esto es importante, dado que se ha observado que en ratas con lesiones espinales
unilaterales el tracto corticoespinal, presentan conexiones latentes y también se forman
puentes funcionales con conexiones recién formadas que permiten restaurar la funcion
motora para el control del miembro afectado por la lesién (Brus-Ramer et al., 2009), lo

cual implica que tanto la via ipsilateral, como la contralateral son muy importantes.

En la rata, las respuestas de neuronas del asta dorsal de la médula espinal
provocadas por estimulos nocivos, pueden ser inhibidas mediante la estimulacion de la
corteza sensoriomotora (Senapati et al., 2005a y b; Fonoff et al., 2008; Wang et al.,
2009; Rojas-Piloni et al., 2010). Los posibles mecanismos de esta inhibicién se
desconocen, pero podrian involucrar la activacion directa de interneuronas inhibitorias
en la médula espinal por la via del tracto corticoespinal, o bien la activacion indirecta de
estructuras del tallo cerebral, las cuales también descienden a la médula espinal por el
tracto bulboespinal (Senapati et al., 2005a y b).

En este trabajo encontramos que los PCI provocados por la estimulacién de la
corteza sensoriomotora presentan dos componentes: uno de menor latencia
(22.81+0.75 ms y velocidad de conduccién 4.38 + 0.02 ms™) originado en las laminas
superficiales del asta dorsal (0-300 um) y, otro de mayor latencia (45.09 + 2.62 ms y
velocidad de conduccién 2.22 + 0.13 ms™) originado en la sustancia gris intermedia
(400-1000 pum) de la médula espinal (Paxinos y Watson, 1998).

Nuestros resultados confirman observaciones previas donde se ha reportado que
la velocidad de conduccion de las fibras del tracto corticoespinal de la rata se encuentra
entre 1 y 6 m/s (Towe y Harding, 1970; Mediratta y Nicoll, 1983; Baker et al., 2001,
Rojas-Piloni et al., 2010). Asi como estudios morfolégicos (Leenen et al., 1982; Leenen
et al., 1985; Chung y Coggeshall, 1987) y electrofisiolégicos (Mediratta y Nicoll, 1983;
Maier et al., 2002) en los que se ha analizado el diametro de las proyecciones y su
velocidad de conduccion, han mostrado la presencia tanto de axones mielinicos (con

diametros que van de 0.5-3 um) como de amielinicos (con diametro aproximado de 0.2

pm).

33



Los PCI provocados por la estimulacion de la corteza sensoriomotora reflejan la
existencia de dos componentes neuronales en la médula espinal. Sin embargo, en
nuestro trabajo con la metodologia usada, no es posible discernir si ambos grupos de
neuronas espinales se activan por influencia directa de las proyecciones
corticosespinales o bien se lleva a cabo de manera indirecta. A pesar de ello, existe un
gran numero de proyecciones del tracto corticoespinal a nivel lumbar terminan tanto en
el asta dorsal como en regiones mas profundas (Armand, 1982; Yerzierski et al., 1983;
Lemon y Griffiths, 2005; Willis, 2006).

El papel funcional de las dos poblaciones de neuronas en la corteza
sensoriomotora que proyectan hacia la médula espinal no es del todo claro. Sin
embargo, la organizacion de las proyecciones corticoespinales entre las especies bien
pueden reflejar diferencias en las contribuciones hechas por este sistema (Lemon y
Griffiths, 2005). Cada especie animal muestra una distribucién caracteristica del
diametro axonal dentro del tracto corticoespinal. Las diferencias del grosor y velocidad
de conduccién de las fibras en el sistema nervioso periférico refleja diferencias en su
funcién, y es probable que en una via tan importante del sistema nervioso como es el

tracto corticoespinal, las fibras de diferente grosor tengan también diferentes funciones.

En humanos, se ha usado la estimulacién de la corteza motora para producir
analgesia y alivio del dolor en la terapia contra el dolor cronico de diferentes origenes
(Brown y Barbaro, 2003). El origen del dolor que puede ser tratado con la estimulacién
cortical varia desde dolor central (Katayama et al., 1998; Katayama et al., 2003), dolor
neuropatico (Nguyen et al., 1999; Carroll et al., 2000) y dolor del miembro fantasma
(Topper et al., 2003), lo que indica que la estimulacion de la corteza motora podria ser

un tratamiento para el dolor intratable y resistente a la terapia con analgésicos.

Sin embargo, en humanos poco se sabe de los mecanismos implicados en el
control de la informacion nociceptiva por la corteza sensoriomotora. En diversos
modelos animales, se ha tratado de dilucidar los mecanismos a través de los cuales la
corteza sensoriomotora modula las respuestas nociceptivas espinales. En este sentido,
la estimulacién de la corteza sensoriomotora en gatos y monos produce potenciales de

la raiz dorsal (Abdelmoumene et al., 1970) y depolarizacién de las aferentes primarias
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musculares y cutaneas de bajo umbral (Andersen et al., 1962; Andersen et al., 1964;
Rudomin et al., 1986; Eguibar et al., 1997; Rojas-Piloni et al., 2010). Sin embargo, no se

conoce si las aferentes del grupo C se encuentran sujetas al mismo control cortical.

Finalmente, es importante mencionar que debido a limitaciones metodoldgicas,
en este estudio no realizamos el trazado neuronal en los mismos animales en los que
se realizan los registros de los PCI. Este tipo de estudios permitirian incrementar la
probabilidad de marcar solamente las terminales corticoespinales que llegan a los sitios

de la médula espinal en donde ocurre la maxima negatividad de los PCI.
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IX. CONCLUSIONES

1.

Las neuronas de la corteza sensoriomotora proyectan de manera individual a las
laminas superficiales del asta dorsal de la médula espinal, en los segmentos L3,
L4y L5.

La poblacién de neuronas de la corteza sensoriomotora que proyecta al asta
dorsal del segmento L4-L5 de la médula espinal constituye una poblacion

diferente de la que proyecta al asta ventral.

Los potenciales de campo intraespinales provocados por la estimulacion cortical
son mayores cuando se estimulan los sitios donde se localizan las neuronas que

proyectan al asta dorsal de la médula espinal

Los potenciales de campo intraespinales contralaterales al sitio de estimulacion

muestran tener mayores amplitudes que los ipsilaterales.

Los potenciales de campo intraespinales provocados por la estimulacién de la
corteza sensoriomotora presentan dos componentes: uno de menor latencia
(22.81+0.75 ms) originado en las laminas superficiales del asta dorsal y, otro de
mayor latencia (45.09+2.62 ms) originado en la sustancia gris intermedia de la

médula espinal.
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