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Resumen

La leukomalacia periventricular en humanos es una lesion cerebral que se origina
durante el periodo prenatal y se observa en los recién nacidos prematuros. Las
causas pueden ser por eventos en los cuales puede presentarse muerte celular por
excitotoxicidad. Las células mas susceptibles a esta lesién son del linaje de los
oligodendrocitos, que al ser las células formadoras de mielina en el sistema nervioso
central, la lesion afecta principalmente la mielina, llegando producir pardlisis
cerebral, alteraciones sensoriales y cognoscitivas. En el humano se ha observado
gue si se inicia tempranamente un método neurohabilitatorio que consiste
fundamentalmente de un entrenamiento intensivo en una serie de ejercicios que
desencadenan secuencias de movimientos, es posible disminuir 0 aun evitar las
secuelas. Sin embargo se desconoce cuales son los mecanismos que pudieran
explicar esto. Por esta razon en esta tesis se utiliz6 un modelo animal experimental
gue reproducen lo observado en el humano. Como objetivo realizo una valoracion
conductual del efecto del ejercicio intenso mediante el nado forzado del dia 7 al 30
posnatal en ratas con lesién excitotoxica del cuerpo calloso el dia 5 postnatal. Se
comparé la actividad motora espontanea en campo abierto los dias 25, 30 y 40
postnatales. Las ratas con lesion y sin ejercicio presentaron mayor actividad motora
espontanea los dias 25, 30 y 40 postnatales. Las ratas con lesion y nado forzado el
dia 25 presentaron menor actividad motora que el grupo con lesion y sin ejercicio y
los dias 30 y 40 presentaron una conducta similar a la de los grupos integros y con
vehiculo tanto con como sin ejercicio. Estos resultados muestran que el modelo
experimental utilizado guarda semejanza desde el punto de vista conductual con los
humanos, por lo que serad posible utilizarlo para explicar los mecanismos
involucrados en el efecto de la lesion y la recuperacion funcional con el ejercicio

estudiando los cambios estructurales y funcionales.
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INTRODUCCION

Patologias en neonatos prematuros: Lesion en la sustancia blanca

La organizacion mundial de la salud (OMS) los clasifica en: neonatos que nacen
antes de la semana 37 de gestacion y/6 con un peso menor a 2,500 gr (Pérez
Zamudio, Lopez Terrones, & Rodriguez Barboza, 2013). Al afio nacen alrededor de
13 millones de bebés prematuros, la mayoria en paises de economia emergente
(Deng, 2010; Pérez Zamudio et al.,, 2013), segun el “Fondo Internacional de
Emergencia de las Naciones Unidas para la Infancia” (UNICEF, por sus siglas en
inglés). En México durante el 2007 se presentaron 167,040 y en el 2013 se
presentaron 202,680 nacimientos con bajo peso 0 neonatos prematuros. Estos
neonatos prematuros suelen presentar mas de alguna complicacién médica. Segun
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en México durante el 2013
se presentaron 3202 casos de nacimientos prematuros con problemas respiratorios
e hipoxia, y 611 casos de bebés prematuros que presentaron infecciones
perinatales. Gracias a las mejoras en los cuidados intensivos neonatales ha
aumentado la expectativa de vida de bebés prematuros y de bajo peso al nacer
(Deng, 2010). Sin embargo, los neonatos prematuros que sobreviven son
extremadamente vulnerables a lesiones cerebrales. Segun Deng (2010), a nivel
mundial, de 11, 700,000 neonatos prematuros el 10% presentan paralisis cerebral y
un 50% desarrollan un déficit motor y/6 cognitivo (Cabafias & Pellicer, 2002; Clowry
et al., 2014).

Las lesiones perinatales traen consigo una variedad de disfunciones motoras,
perceptuales, trastornos cognitivos y discapacidades menores que afectan areas
conductuales (Hagberg, Peebles, & Mallard, 2002). Mucha de la atencién se ha
enfocado en la capacidad para el reconocimiento de las lesiones en la sustancia
blanca cerebral neonatal. La lesion por excitotoxicidad es una de ellas y se presenta
en patologias con pérdida de sustancia blanca y gris en el sistema nervioso central
(SNC). En la Unidad de Investigacion de Neurodesarrollo del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México se valoran a los

bebés prematuros de manera multidisciplinaria, utilizando estudios de



neurofisiologia, neuroimagen, neuropsicologia y clinica neuropediatrica (Porras-
Kattz & Harmony, 2007; Harmony et al., 2016). El principal diagnostico que destaca
es la anomalia de la sustancia blanca, principalmente la reduccion de mielinizacién
en el cuerpo calloso y el incremento del tamafio ventricular (Figura 1) que se
presenta en el 68% de los bebés prematuros (Back & Rivkees, 2004).

En la actualidad ya se han identificado los factores de riesgo que se presentan
durante el proceso embrionario y en el parto que derivan en la lesién de la materia
blanca cerebral en los bebés prematuros como: la caida de la presion arterial
sistémica neonatal, la hipoxia-isquemia, enfermedades cardiacas o pulmonares, la
asfixia respiratoria o asfixia grave al nacer, la bradicardia, el retraso del crecimiento
intrauterino, la preclampsia y las infecciones materno-fetales (Back & Rivkees,
2004; Rezaie & Dean, 2002; Webber, van Blitterswijk, & Chandran, 2009). En
especial se ha documentado el desencadenamiento de la LPV en aquellos factores
de riesgo que presentan anoxia (Banker & Larroche, 1962), lesionando estructuras

involucradas en el aprendizaje, la memoria y en la actividad motora.

Figura 1. Corte coronal del cerebro de un bebé prematuro con lesiones focales y difusas.
Debido a un paro respiratorio de generaron lesiones provocando una leucomalacia periventricular, el
tejido cerbral presenta lesiones difusas en los angulos externos de los ventriculos y lesiones focales
con necrosis quistica profunda de Volpe (2008b).



Desarrollo del sistema nervioso central

Las neuronas y las células gliales se derivan de las zonas periventriculares y
subventriculares, durante el desarrollo embrionario se distinguen dos fases de
diferenciacion. La primera fase se produce aproximadamente de la semana 8 a la
16 de gestacion, en este periodo se genera la glia radial la cual da apoyo y sostén
fundamental para la migracion neuronal (Volpe, 2008c). Las formaciones
neuronales se producen hasta después de la semana 16 de gestacion, la corteza
cerebral humana tiene su asignacion completa de las neuronas entre las semanas
20 y 24 de gestacion. Cabe destacar que la presencia de la microglia en el SNC
comienza entre las semanas 16 y 22 de gestacion, localizandose una mayor
concentracion en regiones de sustancia blanca y en el cerebro anterior (Figura 3)
(Rowitch & Kriegstein, 2010; Volpe, 2008c).

La segunda fase de diferenciacion celular se produce a partir de la semana 20 de
gestacion y se desarrolla hasta el primer afio pos-natal, a este periodo se le atribuye
la proliferacion de progenitores gliales y de algunas neuronas a partir de la zona
subventricular (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Volpe, 2008c). Ademas durante el
periodo de las semanas 23 a 32 de gestacién la sustancia blanca se caracteriza por
encontrarse poco vascularizada (Deng, 2010; Volpe, 2008c).
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Figura 2. Asignacién celular del sistema nervioso central.

El inicio comienza con la asignacion de la glia radial y de neuronas entre las semanas 8 y 16 de
gestacion, completando la asignacion de la semana 20 a la 24 de gestacién. A partir de la semana 20
se presenta un incremento en la poblacion celular debido a la proliferacién y diferenciacion de
astrocitos y oligodendrocitos, estos ultimos continlan su desarrollo durante etapas posnatales.
Modificado de Volpe (2008c).



Desarrollo de oligodendrocitos

Los oligodendrocitos (OL’s) fueron descritos por primera vez por Pio Rio Hortega
describié en 1921 y en 1922 (Rio-Hortega, 1921; Rio-Hortega, 1922). El desarrollo
de los OL’s es a partir de células progenitoras y pasan por distintos estados
fenotipicos que se caracterizan por cambios morfolégicos y la expresion de
marcadores especificos en los distintos estadios de maduracién (Deng, 2010). En
los humanos, el proceso de diferenciacion de los linajes de OL’s comienza en la
semana 23 de gestaciébn a partir de las células neuroepiteliales de la zona
periventricular (Baumann & Pham-Dinh, 2001). Los OL’s son células que tienen
como papel la formacién de vainas de mielina en los axones del SNC y es
fundamental para la agrupacién de canales de sodio en los nodo de Ranvier
durante la axogénesis, ademas de participar en el desarrollo del calibre axonal
(Baumann & Pham-Dinh, 2001; Espinosa-Jeffrey et al., 2013).

Esta primera etapa es importante, debido a que la primera migracién y maduracion
determinara los sitios de mielinizacion, el recambio en la madurez no tiene
capacidad de formar mielina en axones desnudos y no posee la misma
compactacion de la vaina de mielina en los axones neuronales, afectando a la
transmision de potenciales de accién (Young et al.,, 2013). Las etapas de
maduraciéon de OL’s presentan una morfologia progresiva de mayor complejidad
(Back & Rivkees, 2004), en la cual se han reportado tres estados de maduracion de
los OL’s que son: 1) Pre-oligodendrocitos (Pre-OL’s), se encuentran presentes
durante la semana 18 de gestacién tanto en la materia blanca como en la corteza
del SNC y su morfologia no es diferencial 2) oligodendrocitos inmaduros (OL's
inmaduros), son identificados por presentar una morfologia multipolar (Back et al.,
2001), se caracterizan por presentarse durante las semanas 18 a la 27 de
gestacion, es una importante etapa en la que se presenta un mayor niumero de Pre-
OL (Craig et al., 2003) y 3) La maduracién de OL’s se da una vez terminada la
migracion debido a que los OL’s maduros no tiene la capacidad para migrar
(Baumann & Pham-Dinh, 2001). Los OL’s inmaduros se originan a partir la semana
30 de gestacion y coinciden con la localizacion de las vainas de mielina en la
sustancia blanca periventricular (Back et al., 2001), es a partir de este periodo y

hasta la semana 40 que comienza una ola de diferenciacion acompafada de un



aumento de OL’s inmaduros y el inicio de la mielinizacion por los OL’s maduros
(Craig et al., 2003).

La participacion de las neuronas durante la migracién de los progenitores de OL’s
es a partir de moléculas de la matriz extra celular que desempefian un papel
instructivo en la migracién y de manera simultanea los progenitores de OL’s utilizan
metaloproteinasas como la MMP-9 para regular y facilitar la extensiéon de sus
procesos y encontrar su destino celular (Baumann & Pham-Dinh, 2001). También la
“panglia”, descrita como la interaccién de los OL’s con los astrocitos mediante las
uniones gap entre ambos tipos celulares es importante para el desarrollo eficiente

de la mielina (Tress et al., 2012).

Desarrollo progresivo del linaje de oligodendrocitos
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Figura 3. Esquema descriptivo del desarrollo del linaje de oligodendrocitos (OL).

Los OL sufren cambios morfolégicos de manera secuencial a medida de su desarrollo. Una vez
comprometidas las células progenitoras adquieren caracteristicas inherentes de un OL funcional. Se
enlistan los marcadores especificos para cada etapa distinta del desarrollo del OL utilizados con
mayor frecuencia para identificar las distintas etapas. Modificado de Espinosa-Jeffrey, Wakeman,
Kim, Snyder, y de Vellis (2009).



Durante el desarrollo de los OL’s se presentan distintos marcadores, se
caracterizan por sintetizarse en distintos estadios fenotipicos como en la
proliferacion de pre-OL’s, la migracion de OL’s inmaduros y la maduracion de OL’s,
en cada una de las etapas fenotipicas se sintetizan proteinas trasmembranales
especificas, las cuales son implementadas para identificar los distintos estados de
maduracién y desarrollo (Figura 3) (Baumann & Pham-Dinh, 2001; Espinosa-Jeffrey
et al., 2009). Los l6bulos cerebrales comienzan a desarrollar mielina en areas
motoras, areas sensoriales y el cuerpo calloso (CC), posteriormente se desarrollan
extendiéndose alrededor de las regiones exteriores (Downes & Mullins, 2014;
Wood, Beyer, & Cappon, 2003).

Tabla 1. Desarrollo de la mielina en las diferentes estructuras cerebrales de la rata.

Se muestra los periodos de desarrollo de la mielina de la rata en los dias posnatales en las distintas
estructuras cerebrales. Simbolo (-) representa ausencia de mielina, simbolo (+) representa proceso
de mielinizacién y el simbolo (++++) representa mielinizacién de la estructura cerebral. Modificada de
Downes y Mullins (2014).
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En los murinos (Tabla 1) se ha descrito la presencia de los pre-OL’s en gran
densidad durante el dia 2 posnatal, la maduracién y la diferenciacién ocurren hasta
el dia 7 posnatal en el cual hay un incremento en la poblacion de OL inmaduros en
la capsula externa, el CC y en el mesencéfalo (Downes & Mullins, 2014), ademas en
el dia 6 posnatal (P6) el genu del CC (regién anterior) presenta un incremento en la



densidad de astrocitos, seguida por la region del splenium (posterior del CC) y con
menor densidad en la region media (centro del CC) (Reyes-Haro, Mora-Loyola,
Soria-Ortiz, & Garcia-Colunga, 2013).

En el dia 14 posnatal se presenta una expresion de mayor densidad de marcadores
dirigidos a la mielina de OL"s maduros con un aumento en la densidad de la mielina
en el CC, en el tracto olfatorio lateral, los nucleos basales y los nucleos talamicos
(Tabla 1) (Downes & Mullins, 2014), similar al desarrollo presente en las zonas
periventriculares de humanos neonatos a término (Back & Rivkees, 2004; Craig et
al., 2003), ademas en la rata entre los dias 10 y 25 posnatales se presenta una
lateralizacion de la densidad de la mielina con mayor concentracién en el splenium
(Gravel, Sasseville, & Hawkes, 1990).

En el CC desde el dia 6 al dia 30 posnatal, la densidad de astrocitos incrementa
9.21% en el splenium, 6.8% en el genu y un 4.6% en la region media (Reyes-Haro
et al., 2013). En el dia 37 posnatal el fornix por su paso por el hipotalamo y el tracto
mamilotalamico terminan de desarrollar OL’s maduros y formar vainas de mielina
en las fibras nerviosas desarrollando por completo el sistema limbico (Downes &
Mullins, 2014). El periodo de alta susceptibilidad para las lesiones en sustancia
blanca presente en murinos comienza en el dia 2 hasta el dia 7 posnatal, semejante
a la ventana de riesgo en humanos anteriormente descrita (Figura 4) (Craig et al.,
2003).

El desarrollo de los humanos y los murinos difiere en los siguientes rasgos: 1) En
los humanos la mielinizacién parietal estd acompafiada de una alta persistencia en
la extension de la poblacion de los Pre-OL’s comprendiendo la etapa importante
hasta el nacimiento (Back & Rivkees, 2004; Craig et al., 2003), en los murinos la
mayoria de los pre-OL’s se diferencian en OL’s inmaduros inmediatamente antes
de la mielinogénesis. 2) En los humanos los numerosos OL’s inmaduros estan
presentes antes del nacimiento y en los murinos el aumento ocurre hasta la primera
semana posnatal (Back et al., 2001). Debido a las similitudes ya se ha descrito la
correlacion que se presenta en el desarrollo de los OL's en la etapa del dia 5

posnatal en murinos y la ventana vulnerable de la semana 23 de gestacion que se



presenta en bebés humanos diagnosticados con LPV (Back & Rivkees, 2004; Craig
et al., 2003).
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Figura 4. Comparacion del desarrollo de OL’s entre humanos y roedores.

En el diagrama se comparan las caracteristicas mas destacadas de los humanos y roedores en los
periodos de desarrollo de los linajes de oligodendrocitos. En humanos se presenta el periodo
correspondiente a la semana de gestacién 20 a la 40, en roedores se presenta los dias 2 (P2), 7(P7)
y 14(P14). Las lineas continuas indican el periodo de desarrollo de la poblacién de los distintos
precursores de oligodendrocitos y las lineas punteadas indican las etapas de menor constitucién en
el desarrollo. Modificado de Craig et al. (2003).

Leucomalacia periventricular una patologia en el desarrollo de la mielina

La etiologia en humanos de la lesion en sustancia blanca de neonatos prematuros
es probable que sea multifactorial debido a que es observada después de la
presencia de infecciones bacterianas maternas, inflamacion del SNC (Deng, 2010)
o0 en la hipoxia-isquemia (Back & Rivkees, 2004). La leucomalacia periventricular
fue descrita por primera vez por Rudolf Virchow en 1867 y en la actualidad las
distintas descripciones no difieren tanto, el describié en nifios recién nacidos una
patologia a la cual denomind “encefalomielitis cognitiva”. De manera macroscopica
observé degeneracion dentro de la sustancia blanca periventricular. Hasta ese
momento se desconocia la poblacion celular afectada (Rezaie & Dean, 2002). En
muchos de los casos se reporta la presencia de anoxia (falta de oxigeno en los
tejidos) con o sin atelectasia (colapso de una fraccion 6 total del pulmoén), la LPV no
es una patologia progresiva sin embargo se comienza a evidenciar con distintos
signos clinicos los cuales se expresan en algunos bebés prematuros que

sobreviven, el primer mes pueden presentar letargo e inactividad motora, llanto
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débil, succién deficiente y una respuesta incompleta al reflejo de sobresalto (reflejo
de Moro) (Banker & Larroche, 1962; Raybaud, Ahmad, Rastegar, Shroff, & Al
Nassar, 2013; Volpe, 2008b).

En los andlisis de la LPV se presentan a nivel macroscépico cambios estructurales
difusos en los cerebros de neonatos prematuros, no se presentan evidencias de
lesiones en la superficie del SNC (Volpe, Kinney, Jensen, & Rosenberg, 2011), pero
se registran lesiones en las zonas externas vasculares penetrantes que suministran
a la sustancia blanca (Figura 6), ademas las venas de regiones de la zona
subventricular son extremadamente delgadas incapaces de soportar grandes
presiones durante largos periodos (Back & Rivkees, 2004; Leviton & Gilles, 1984).

Figura 5. Imégenes de cerebro: comparacion entre un neonato prematuro y uno a término.

En la imagen de la izquierda se muestra desde un plano axial el cerebro de un bebé de 32 semanas
poco después del nacimiento, las flechas muestran formacién de quistes en la regién periventricular.
En la imagen de la derecha se muestra el desarrollo del mismo bebé a los 15 meses y se observa
una dilatacién ventricular irregular, la flecha muestra poco desarrollo de la mielina. Modificado de
Blumenthal (2004).

En todos los casos se describen lesiones nodulares blancas en la parte anterior al
asta dentro de la zona subcallosa, la parte fronto-occipital, en la corona radiata, en
los fasciculos longitudinales superiores, en los estratos sagitales externos e internos
de los ventriculos laterales (Banker & Larroche, 1962; Raybaud et al., 2013). Las

lesiones difusas se observan como el incremento de zonas pélidas (manchas



blancas) presentes de manera bilateral pero asimétricas con lesiones nodulares que
consisten en tejido coagulado rodeado con frecuencia de zonas con aumento de
vascularizacion, siendo la sustancia blanca de tono oscuro y de consistencia suave.
En la descripcion de las lesiones severas se describen cicatrices blancas que se
mezclan con el tejido palido circundante (Back & Rivkees, 2004; Banker & Larroche,
1962).

Figura 6. Imégenes de cerebros: comparacion de la lesién en sustancia blanca.

Imagenes de resonancia magnética en A (sagital) y C (axial) en un bebé de 12 meses de edad que
nacié en la semana 24 de gestacion; se puede observar disminucién de la mielina y el aumento
irregular de los ventriculos laterales. En B y D se muestra un sujeto de la misma edad que naci6 a
término. Modificado de Elitt y Rosenberg (2014).

Etiologia de la leucomalacia periventricular

Los andlisis histopatolégicos en necropsias de neonatos prematuros demuestran las
primeras afecciones de la LPV en las regiones descritas anteriormente. A las 3
horas después de la presencia de apnea se ha evidenciado la presencia de una
necrosis por coagulacién (Banker & Larroche, 1962) con pérdida de la arquitectura y
la homogeneidad del tejido (Figura 7) (Elitt & Rosenberg, 2014). En su periferia se
encontraron inflamaciones varicosas donde se presenta proliferacion y actividad de
la microglia que rodea las zonas coaguladas de la lesion en la sustancia blanca en
zona subventricular, la accién de la microglia llega a extenderse hasta mas de 8
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horas después de la lesion. En este periodo se ha implicado la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias de parte de la microglia con la muerte neuronal y glia
(Banker & Larroche, 1962; Deng, 2010).

A las 12 horas aparecen lesiones destructivas con formacion quistica (Cabafias &
Pellicer, 2002), se incrementa la presencia de los astrocitos reactivos que se
mezclan con la microglia en la periferia de las lesiones (Banker & Larroche, 1962;
Deng, 2010). De esta manera se presentan lesiones focales necroticas que ocurren
en regiones cercanas a la zona periventricular adyacente al ventriculo lateral que
implica a todos los elementos celulares en especial a la muerte de las células
gliales presentes. Este tipo de cambios persiste durante una semana (Back &
Rivkees, 2004; Cabafas & Pellicer, 2002).

En la lesion difusa igualmente hay un aumento de astrocitos hipertréficos en
respuesta a la agresion (Figura 8) (Gibson & Clowry, 2003; Volpe, 2001). Cinco dias
después de la lesion se presentan macréfagos en racimos en las profundidades de
los surcos correlacionando los cambios con el tiempo de las lesiones, en la 2°
semana se encuentra una mayor actividad de macrofagos de manera prominente,
una disminucion de la actividad glial, un incremento de vasos sanguineos en las
zonas con lesiones y una degeneracion subcortical en los surcos profundos (Banker
& Larroche, 1962). Con frecuencia en la LPV la pared medial ventricular se
encuentra intacta, pero desaparece el epéndimo de la pared lateral ventricular del
cuerno occipital adyacente, ademas en la fase mas crénica de la enfermedad se
presenta una gliosis subependimaria a lo largo de la pared del ventriculo (Banker &
Larroche, 1962; Supramaniam et al., 2013).

La materia gris también presenta cambios en las capas inferiores de la corteza
cerebral, en el subiculum hipocampal, en los nicleos del puente, nucleo dentado y
la capa de células de Purkinje del cerebelo. Se reporta que estas estructuras
cerebrales presentan leve pérdida de células nerviosas y presencia de gliosis

(Figura 7) (Banker & Larroche, 1962; Supramaniam et al., 2013).

Se ha observado en nifilos que mueren en etapas agudas de la enfermedad que las

neuronas sufren una desaparicion del citoplasma y la aglutinacion de los materiales
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nucleares dentro de la célula, parte del material nuclear parece estar extruido,
mientras que se identifican otras células con divisiones en fragmentos irregulares y
de aspecto sélido y cumplen los criterios de cariorrexis (aumento del volumen del
nacleo y dispersion de la cromatina) ademéas de clasmatodendrosis de astrocitos
(hinchazon citoplasmatica y vacuolizacion de astrocitos) (Banker & Larroche, 1962;
Volpe et al., 2011).

En bebés que viven hasta 13 meses de edad posnatal, se presenta un incremento
de astrocitos en el tAlamo y los nucleos basales se presentan mas pequefios de lo
normal sin presentar estado de marmoratus (aspecto jaspeado a simple vista),
ademas de una hipomielinizacién en el desarrollo de la materia blanca en el CC y
en otras regiones subcorticales (Banker & Larroche, 1962; Volpe et al., 2011).

LPV difusa LPV difusa
4 Pre-oligodendrocitos 4 Pre-oligodendrocitos
+ Astrogliosis + Astrogliosis
LPV focal LPV focal

Necrosis macroscopica ! Necrosis microscopica

Figura 7. Diferentes componentes de la lesion de la sustancia blanca.

En el esquema se muestran diferentes componentes de la lesién de la sustancia blanca, del lado
izquierdo se muestra una lesion severa con focos macroscépicos de necrosis evolucionando en la
formacion de quistes, a la derecha se muestra una lesibn menos severa con lesiones focales
necroéticas mas pequefas que evolucionan a cicatrices gliales, en ambos casos se generan lesiones
difusas por la muerte de células progenitoras de oligodendrocitos (pre-oligodendrocitos) y un
incremento de astrogliosis. Modificado de Volpe (2001).

12



Lesion de los oligodendrocitos en la leucomalacia periventricular

En la década de los 90's Volpe (1997) menciond que la hipoxia-isquémica y otros
factores de riesgo pueden derivar en la muerte selectiva de células progenitoras de
oligodendrocitos por su susceptibilidad entre la semana 23 a la 32 de gestacion
(Back & Rivkees, 2004; Back & Volpe, 1997). El metabolismo energético del cerebro
joven es inferior al del adulto, ya que es menos capaz de utilizar la glucosa y da un
rendimiento mas reducido de energia (Banker & Larroche, 1962). Ante el
decaimiento de los niveles de oxigeno por la hipoxia-isquemia ocurre una
deficiencia en las rutas metabdlicas con decremento en los niveles de adenosin-
trifosfato (ATP) (Deng, 2010), debido a la falta de oxigeno se abole la ruta oxidativa
del ATP dejando como Unica via de sintesis de ATP a la glicolisis. Los niveles bajos
de ATP desencadenan una falla en los trasportadores de glutamato dependientes
de ATP, afectando a la recaptura de glutamato en el espacio extra celular, los
transportadores activos de Na® y K’ dependientes de ATP se ven alterados y
funcionan de manera inversa, liberando concentraciones de glutamato al espacio

extracelular (Volpe, 2008a).

Ademas, la falta de sintesis de enzimas antioxidantes para regular el estrés
oxidativo incrementa los niveles de radicales libres en el SNC. El linaje de OL's
tiene una pobre actividad de la enzima glutation peroxidasa que es sintetizada por
la cistina y tiene como caracteristica proteger a las células de los hidroperdxidos
enddgenos incrementados en el estrés oxidativo (Deng, 2010). Las especies
reactivas al oxigeno activan a proteasas, lipasas y nucleasas que desencadenan los
procesos de apoptosis y necrosis de células del SNC, afectando en gran escala a
los progenitores de OL’s (Rezaie & Dean, 2002; Volpe, 2001).

Los progenitores de OL’s son muy susceptibles a las agresiones mencionadas de la
hipoxia-isquemia que derivan en excitotoxicidad por glutamato (Espinosa-Jeffrey et
al., 2013; Volpe, 2008a). El glutamato es uno de los principales neurotransmisores
excitatorios del SNC que no solo se presenta en las neuronas, también es
sintetizado por las células gliales a partir de piruvato y del lactato, es utilizado como
un gliotransmisor (Verkhratsky & Kirchhoff, 2007). Es mediador de diferentes

respuestas celulares mediante la interaccidbn con los receptores de glutamato
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(McDonald, Silverstein, & Johnston, 1988). La alta concentracion de glutamato
intracelular en las células del SNC es liberado al espacio extracelular después de la
muerte por apoptosis o necrosis (Volpe, 2008a). El deterioro de los trasportadores
de glutamato de los astrocitos derivado de la hipoxia-isquemia o por la microglia
activa que contribuye con la liberacion de glutamato por la reversion antiporter
(inversion de la direccién de los trasportadores) de la cistina, liberando vesiculas del
glutamato y citoquinas al espacio extracelular (Deng, 2010; Rossi, Oshima, &
Attwell, 2000).

Una vez que se afecta la recaptura del glutamato extracelular por los astrocitos se
incrementan los niveles de glutamato en el espacio extracelular (Deng, 2010).
Ademas, se presenta un aumento en las concentraciones de glutamato en el liquido

cerebroespinal (Hagberg et al., 1993).

| Prematuros |

Hipoxia y / 0 isquemia Infeccién y / o inflamacién
Incrementan especies Incremento de citocinas
reactivas a oxigenoy /o proinflamatorias
nitrégeno

Incremento de glutamato extracelular y excitotoxicidad

-Lesion en la sustancia blanca
-Muerte selectiva de oligodendrocitos y sus progenitores
-Afecciones cognitivas y conductuales

Figura 8. Factores de riesgo asociados ala lesién de la sustancia blanca.

Los neonatos prematuros son muy susceptibles a los eventos de hipoxia-isquemia o a las
inflamaciones por infecciones sistémicas, estos factores de riesgo derivan en estrés oxidativo o
incremento de citoquinas pro inflamatorias ocasionando muerte celular en el SNC y derivando en
excitotoxicidad por el incremento de los niveles de glutamato en el espacio extracelular, al cual son
muy susceptibles las células progenitoras del linaje de oligodendrocitos ocasionando las lesiones en
la sustancia blanca del SNC produciendo paralisis cerebral y déficits conductuales y cognitivos.
Modificado de Deng, 2010.
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Las altas concentraciones de glutamato extracelular pueden inducir a la salida de la
cistina conduciendo a la deplecion intracelular de glutatién y a la muerte celular por
estrés oxidativo (Deng, 2010). La liberacion de citoquinas y el estrés oxidativo
pueden alterar también la homeostasis de glutamato y sus trasportadores en OL’s y
astrocitos. En eventos de hipoxia-isquemia o inflamatorios el glutamato difundido
activa receptores inotrépicos incrementando las concentraciones de Ca'?
intracelular (Deng, 2010; Volpe, 2008a). De esta manera la lesion contribuye a la
degradacion de las lineas de progenitores de OL (Back & Rivkees, 2004; Rezaie &
Dean, 2002). La posterior hipomielinizacion en la LPV puede tener pérdida focal de
OL’s o la interrupcion difusa de la mielinizacién (Figura 9) (Salter & Fern, 2005;
Wong, 2006).

Receptores de glutamato en el linaje celular de OL

Durante el desarrollo, se ha demostrado que los progenitores de OL’s expresan
distintos receptores ionotrépicos y metabotropicos (Manning et al., 2008). Los
diferentes receptores que expresan son ionotrépicos o canales catidnicos de
glutamato. La clasificacion de los receptores glutamatérgicos ionotropicos se
catalogan en 3 tipos; receptor a acidoa -amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico o AMPA (rAMPA), receptor a 2-carboxi-4-isopropenil-3-
pirrolidinil o Kainato (rKA) y receptor N-metil-D-aspartato o NMDA (rNMDA)
(Bleakman et al., 2007).

Las composiciones de las sub-unidades determinan las propiedades funcionales de
los receptores. Los rAMPA y rKA son predominantemente permeables a Na* y K*
pero pueden tener cierta permeabilidad a Ca*? (Mayer, 2005; Mayer & Armstrong,
2004; Verkhratsky & Kirchhoff, 2007). Los rNMDA son tetrameros que forman un
complejo de canal altamente permeables a Ca*? y se expresa a partir de siete
genes que dan lugar a siete subunidades (GLUni, GLUn2a, GLUn2s, GLUn2c,
GLUn2p, GLUN3A, Y GLUN3) (Espinosa-Jeffrey et al., 2013; Fields, 2010). Cada
subunidad de rNMDA se encuentra conformada por un extremo N-terminal con tres
segmentos trasmembranales. Entre el primer y el segundo segmento
trasmembranal se presenta una forma de bucle con revestimiento intramembranal;

es aqui donde se forma el sitio de unién del agonista. Otro gran bucle extracelular
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entre el segundo y tercer segmentos corresponde al Ultimo segmento C-terminal
pequeio intracelular. El glutamato se une a la subunidad GLUn2a Yy el coagonista
glicina a la subunidad GLUy; Yy ambas subunidades forman una misma unidad
funcional en las estructuras tetraméricas (Bleakman et al., 2007; Verkhratsky &
Kirchhoff, 2007).

Durante el desarrollo se encuentra una mayor expresion de la subunidad GLUngs Y
en los adultos una mayor expresiéon de GLUnza; la subunidad NR1 que le confiere
su funcionalidad y el centro de la estructura se encuentra conformada por un bloque
de Mg* que crea una dependencia a una despolarizacién para su apertura
(Bleakman et al., 2007; Verkhratsky & Kirchhoff, 2007). En estudios realizados con
microscopia electrénica en el nervio éptico, fibras del cerebelo y CC, se ha revelado
la presencia de las sub unidades NR1, NR2 y NR3 presentes en las vainas de
mielina (Matute, 2006).

La activacion de rNMDA, rAMPA y rKA estd involucrada en la regulacién del
crecimiento de neuritas, la formacion de sinapsis, la muerte celular, la eliminacion
selectiva de los procesos neurales y la organizacion funcional de los sistemas
nerviosos (Volpe, 2001). Cuando se activan los receptores por glutamato, los
rAMPA son sometidos a una insensibilizacidn rapida, los rKA se insensibilizan mas
lento y los INMDA casi no muestran una insensibilizacion (Fields, 2010; Verkhratsky
& Kirchhoff, 2007). La expresién de los receptores inotropicos a glutamato esta
regulada durante el desarrollo; en OL’s maduros los rNMDA estan presentes en
mayor porcentaje en los procesos, mientras que los rAMPA/rKA estan presentes en
mayor concentracion en el soma celular (Figura 9) (Deng, 2010; Kolodziejczyk et al.,
2010). Anteriormente se creia que la activacion de rAMPA/rKA era la responsable
de la lesidén hipoxia-isquemia en los linajes de OL’s pero cada vez existen mas
pruebas que implican la participaciéon de los rNMDA (Verkhratsky & Kirchhoff, 2007).
Los linajes de OL’s presentan en mayor densidad la sub unidad GLUn3 y GLUn2c de
los INMDA, la sub unidad GLUy3 tiene la particularidad de tener menos sensibilidad
al bloque de Mg*™ incrementando la susceptibilidad ante una excitotoxicidad
(Verkhratsky & Kirchhoff, 2007).
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Figura 9. Ejemplifica la expresidn y distribucion de receptores a glutamato en OL’s.

Esquema que ejemplifica la expresion y distribucion de receptores a glutamato metabotrépicos,
receptores ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA) y receptor ionotrépicos acido-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic/Kainato durante el proceso de desarrollo de los oligodendrocitos desde
las células progenitoras, pre-oligodendrocitos, oligodendrocitos inmaduro los el oligodendrocitos
maduros formadores de las vainas de mielina modificado de Kolodziejczyk, Saab, Nave, y Attwell
(2010).

Excitotoxicidad: Sobre activacion de los receptores a glutamato

La excitotoxicidad fue descrita por primera vez porOlney (1969) como la sobre
activacion de receptores ionotrépicos a glutamato y la afluencia excesiva de Ca*? al
espacio intracelular (Verkhratsky & Kirchhoff, 2007). La excitotoxicidad es a menudo
un evento patolégico mediado por la excesiva activacion de receptores de
glutamato presentes durante la hipoxia-isquémica (Portera-Cailliau, Price, & Martin,
1997). Los rAMPA y rNMDA exponen a los progenitores de OL’s a la excitotoxicidad
debido a su vulnerabilidad (McDonald et al., 1988; Salter & Fern, 2005; Volpe,
2008a; Wong, 2006). También las inflamaciones o infecciones pueden causar de
manera indirecta los eventos anteriormente mencionados que derivan en el dafio de
los progenitores de OL’s, debido al espacio reducido de la estructura celular de los
OL’s, la permeabilidad al Ca*? y a la baja resistencia al estrés oxidativo (Deng,
2010; Manning et al., 2008).

El incremento en los niveles excitotéxicos ocurre en el interior del soma de los OL"s

y neuronas, con la pérdida de procesos celulares, produciendo la lesién en la
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sustancia blanca (Karadottir, Cavelier, Bergersen, & Attwell, 2005; Salter & Fern,
2005; Wong, 2006). Los tipos de muerte celular excitotoxica dependen de la
intensidad de la activacion de receptores a glutamato, implicando distintas fases
temporalmente de necrosis y apoptosis, basadas en la fisiologia mitocondrial por la
pérdida de potencial de membrana y la liberacion de mas iones de Ca™ al
citoplasma (Figura 11) (Hansen, lkonomidou, Bittigau, Hansen, & Hansen, 2001,
Matute et al., 2001).

Normal lequomia
W Receplor NMDA
Fra-cligodendrochto M SXVEY W Receplor AMPA/KaInato
| 3
o Astrocio 3 f A Trasportador de glutamato
2N Gag ¥ ~ & 2 F Ghutamato
0 , 2 b’ o
& e 3 € » 5 @
2 ) Y0 { ™ Neurona
e RN 2 ‘ % -
S ? B 3 \ J
SR S S .
% A 2 c 2 2 =
1 o-dtitten -t ety @D
' '
Oligodencrociio =n
maduro $ . 4 3
i

Figura 10. Diagrama de un evento de excitotoxicidad y sus afecciones alos OL’s.

Excitotoxicidad de oligodendrocitos por los receptores NMDA. En el diagrama de la izquierda se
muestra la expresion de trasportadores de glutamato, receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y de
receptores a -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA/Kainato) en las membranas de
neuronas, astrocitos con oligodendrocitos maduros y pre-oligodendrocitos, ademés de su interaccion
con el glutamato en el medio extracelular e intracelular. En condiciones normales el glutamato es
absorbido por los transportadores para evitar la sobre activacion de los receptores NMDA vy
AMPA/Kainato y dafio por excitotoxicidad. Ante un evento isquémico el incremento de glutamato por
la inversion de sus trasportadores o por un estrés oxidativo puede inducir debido a la distribucién de
los receptores a glutamato, una excitotoxicidad en el linaje celular de los oligodendrocitos

ocasionando disturbios en el desarrollo de la mielina. Modificado de Matute (2006).

Ademas, el incremento del factor de necrosis tumoral por parte de la microglia
potencializa la excitotoxicidad (Deng, 2010). Se ha demostrado la presencia de
rNMDA en los procesos de los OL"s maduros en las regiones del CC y en la corona
radiata, generando un patrén de un grupo de fibras con alta densidad de rNMDA en

sus vainas de mielina que se extiende por el CC (Zhang, Liu, Fox, & Xiong, 2013).

18



De este modo se conduce a la pérdida de la mielina y por medio de la comunicacion
por exosomas, los OL’s influyen en la atraccién de microglia activa incrementando
la lesién (Peferoen, Kipp, van der Valk, van Noort, & Amor, 2014), dando lugar a la
paralisis cerebral (Kolodziejczyk, Hamilton, Wade, Karadottir, & Attwell, 2009), y a la
discapacidad intelectual (Espinosa-Jeffrey et al., 2013), convirtiéndose los OL's en

un blanco para tratar las lesiones en la LPV (Fields, 2010).

ANTECEDENTES

Modelos animales de lesion en la sustancia blanca: Lipopolisacaridos, hipoxia-

isquemia y excitotoxicidad

Los modelos animales para desarrollar lesiones en la sustancia blanca han sido
diversos, pero todos parten de los factores de riesgo que ocasionan una
excitotoxicidad como se ha descrito con anterioridad. Estos modelos han sido
utilizados para describir distintos elementos de la patologia. En los murinos las
etapas de desarrollo que tienen correlacion con el periodo de desarrollo fetal
humano donde el SNC inmaduro es susceptible a desarrollar lesiones en la
sustancia blanca y la sustancia gris (Deng, 2010). En estos se ha implementado la
inyeccion de lipopolisacéaridos (LPS), la induccién de hipoxia o isquemia y las

lesiones excitotdxicas.

Los LPS son inyectados en el embrion de rata o de ratén en etapa prenatal entre los
dias 17 y 21 de gestacion en este modelo se activan directamente el sistema
inmunoldgico mediante los receptores “Tolk-like” (por su nombre en inglés) de las
células inmunitarias y promoviendo la produccion de citoquinas pro-inflamatorias,
ademas pueden inducir una acidosis lactica, hipoglucemia, hipoperfusién y TNF-a
(Bell & Hallenbeck, 2002; Kim, Shin, Cho, & Kim, 2014). En dosis altas puede
producir la caida de la presion arterial hasta un 50% (hipotension) y en dosis bajas
solo produce la caida de la presion arterial un 20-30% suficiente para lesiones en la
sustancia blanca y gris, sin embargo no todos los efectos pueden ser
adecuadamente (Hagberg et al., 2002).
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En rata y raton también se ha utilizado satisfactoriamente la induccion de hipoxia-
isquemia entre los dias 7 y 9 posnatal, se ha observado que afecta tanto a la
sustancia gris como a la blanca, la manera que se ha implementado el modelo es
por la ligadura de las arterias carétidas de manera unilateral o bilateral, ademas de
la privacion de oxigeno de manera general (Fontaine et al., 2008). En estos modelos
se ha observado la susceptibilidad de los progenitores de OL’s en las zonas
subventriculares (Back & Rivkees, 2004). En la rata entre las distintas
modificaciones, la ligadura de la carétida por una hora en el dia 7 posnatal lesiona
de manera selectiva a los pre-OL’s y ocasiona una deficiencia en el desarrollo de la
mielina. Una ligadura de manera bilateral en el dia 5 posnatal ocasiona lesion en la
sustancia blanca y sustancia gris de la regidn subcortical, este tipo de modelo deriva
en incremento de los radicales libres, muerte por apoptosis celular y en el
incremento del glutamato en el espacid extracelular ocasionando una excitotoxicidad
(Ahmad, Saleem, Ahmad, & Dore, 2006; Hagberg et al., 2002; Hagberg et al., 1993).

Algunos estudios en ratones en etapas perinatales con hipoxia describen que
durante su desarrollo presentan pérdida de sustancia blanca ocasionando una
ventriculo megalia unilateral y una disminucién de la fimbria fornix, el hipocampo y el
cuerpo calloso (Stone et al., 2008). En estos trabajos el hipocampo, el globo palido y
la corteza medio frontal presentan una alta capacidad de almacenar concentraciones

de calcio mediadas por los rINMDA (Bernal, Saura, Ojuel, & Mahy, 2000).

La lesiones por excitotoxicidad parten del mismo principio ya descrito, debido a que
en el desarrollo de los murinos en el dia posnatal 5 (P5) se observan muchos
elementos celulares y moleculares como la presencia de receptores ionotropicos a
glutamato y sus trasportadores en los OL"s que les confieren la vulnerabilidad a las
lesiones por excitotoxicidad (Deng, 2010). Por medio de la administracién de
agonistas a rAMPA y rNMDA en ratones se inducen las lesiones en la sustancia
blanca de manera focal similar a la LPV quistica necrética reportadas en la lesion
cerebral humana durante la etapa perinatal (Back & Rivkees, 2004).

En los cerebros de animales adultos in vivo se ha implementado la excitotoxicidad y
se ha demostrado la fragmentacion del ADN inter-nicleo-somal-apoptética y la

presencia de necrosis (Portera-Cailliau et al., 1997), por medio de la administracion
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de agonistas a receptores inotropicos como el acido-N-metil-D-aspartato (NMDA)
gue se considera el agonista prototipico para el INMDA (Bleakman et al., 2007). La
presencia de agonistas a rINMDA y rAMPA son capaces de inhibir la proliferacion de
los OL’s y de astrocitos in vitro e in vivo (Espinosa-Jeffrey et al., 2013; Hagberg et
al., 2002; Volpe, 2008c). Se ha descrito que ante el proceso de excitotoxicidad por
parte del NMDA se presenta una acumulacién de Ca* en cantidades elevadas
dentro de las células nerviosas, presentando un incremento del tamafio del aparato
de Golgi y en algunas mitocondrias, produciendo un aglutinamiento de la cromatina
del nucleo que deriva en la turgencia del citoplasma desencadenando la necrosis
celular (Meldrum & Garthwaite, 1990).

En modelos de ratones adultos, la administracion de NMDA directo al estriado del
SNC a una concentracion de 25 nmol presentan afecciones difusas en las zona
periventricular (Ahmad et al., 2006; Hansen et al., 2001). De la misma manera la
administracion de 5 yg de NMDA en el CC (Espinosa-Jeffrey et al., 2013), en la
region subcortical de la corteza sensorial y corteza motora provocan lesiones muy
similares a las lesiones difusas en la sustancia blanca subcortical y periventricular,
similar a la de paralisis cerebral espastica que se presentan en humanos (Clowry et
al., 2014; Espinosa-Jeffrey et al., 2013). En modelos de rata con pesos entre 12 y
18 gramos en etapa posnatal se han utilizado las concentraciones de 25 nmol y 20
nmol diluida en 0.5 pl de solucion fisiolégica que producen una lesién difusa
(McDonald, Roeser, Silverstein, & Johnston, 1989; van Lookeren Campagne,
Lucassen, Vermeulen, & Balazs, 1995; Veldhuis et al., 2003). Otros grupos han
implementado el modelo por acido iboténico, administrando un volumen de 2.5 ug/2
Ml en el CC (Chen, Dimambro, & Clowry, 2008; Gibson, & Clowry, 2003).

En estudios de difusion ponderada de resonancia magnética se ha observado que
la administracion de NMDA en los valores mencionados, tiene una difusion de hasta
2 mm de manera radial (Hagberg et al., 2002; McDonald et al., 1988; Veldhuis et al.,
2003). En el estriado se presentan cambios como: degeneraciones de los cuerpos
neurales y cambios de los nucleos picnéticos neuronales (retraccién del nucleo con
condensacion de la cromatina), incremento de la luz ventricular, con presencia de
gliosis en el sitio de inyeccion (Hagberg et al., 2002; McDonald et al., 1988;
Veldhuis et al., 2003).
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Un dia después de la inyeccién aumenta el nimero de neuronas necréticas en las
regiones periventriculares, los axones que conforman al CC no se ven afectados.
Cinco dias después de la inyeccion no se presenta afeccidn en el hemisferio
contralateral, la fisura cerebral longitudinal se desplaza al hemisferio lesionado
debido a la pérdida celular (Veldhuis et al., 2003; Verheul et al., 1993). A las 6 horas
se presenta el incremento de la interleucina como la interleucina 1 (IL-1B) que se
correlaciona con la activacion de la microglia en la region de la inyeccion de NMDA
(Hagan, Poole, Bristow, Tilders, & Silverstein, 1996). Ademas la microglia expresa
el factor de necrosis tumoral (TNF-a), el cual debido a la activacion de la microglia
participa en el deterioro de los OL’s (Matute, Rosselli, Ardila, & Ostrosky-Solis,
2008), este deterioro de los OL's afecta las funciones cértico-espinales de forma
similar a la LPV humana (Cabarfas & Pellicer, 2002; Fields, 2010; Gibson & Clowry,
2003; McDonald et al., 1988; Volpe, 2001). Se ha demostrado que en cultivos
celulares donde se desarrollan astrocitos, microglia activa y OL’s, la expresion de
TNF-a y de la IL- 1B deriva en la muerte de los OL’s (Takahashi, Giuliani, Power,
Imai, & Yong, 2003).

En ratas Wistar adultas de 3 a 4 meses y de 22 a 24 meses de edad se ha
demostrado el incremento de la expresion de interleucinas IL-6, IL-18 y TNF-a por
parte de los atrocitos ante la inyeccion de 20 nmol de NMDA en el estriatum
(Campuzano, Castillo-Ruiz, Acarin, Castellano, & Gonzalez, 2009). La
vulnerabilidad en ratas neonatas es alta durante las primeras dos semanas de vida,
posteriormente comienza a disminuir la sensibilidad a la lesion mediada por NMDA
(Veldhuis et al., 2003).

Movimientos complejos elementales: tratamiento no invasivo

El desarrollo del SNC de los bebés humanos se refleja en la madurez conductual
por ejemplo de los movimientos complejos elementales (MCE) que consisten en
posturas y secuencias de distintos movimientos que se presentan en neonatos a
término y prematuros. Los MCE dependen de estructuras cerebrales como el nucleo
lenticular, el globo pallidum y el putamen (Porras-Kattz & Harmony, 2007). Para
Katona, la caracteristica mas importante es la activacion de la formacioén reticular, el

talamo (nucleo ventral y posterior), los nucleos basales (caudado, putamen y globo
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palido) y la corteza cerebral, estas estructuras son vias de informacién
propioceptiva proveniente de la medula espinal proyectando vias al talamo y al
cerebelo (Mandujano, Sanchez-Pérez, & Mufioz-Ledo, 2009). A partir de los relevos
sindpticos en el talamo se proyecta informacién a la corteza cerebral y a los nucleos
basales, formando el circuito de retroalimentacion: nucleos basales-talamo-corteza
(Figura 2) (Barrera, 2010; Clowry et al., 2014).
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Figura 11. Comparacion del desarrollo del sistema corticoespinal en humanos y murinos.

1) Proyecciones taldmicas aferentes en proceso de mielinizacién que inervan la capa IV de la corteza
motora al mismo tiempo que las fibras corticoespinales inervan la médula espinal; en humanos en la
semana de gestacion 23 a la 40 (SDG 23-40) y en murinos en el dia posnatal 3 al 12 (P3-P12). 2)
Conexiones corticoespinales y las proyecciones aferentes del masculo llegan a la médula espinal y
los nucleos de la columna dorsal; proyecciones mielinizadas de los tractos corticoespinales presentes
en humanos a la semana 40 de gestacion o nacido a término, y en murinos posterior al dia 12 de
desarrollo. Capas de la corteza motora IV, V, VI, subplaca o subplato (SP), Talamo, Nucleos de la
columna dorsal (NCD), ganglios de la raiz dorsal (RGD), Asta dorsal (AD), Asta ventral (AV) y
Mdasculos. Las flechas representan el crecimiento de los axones, las lineas discontinuas representan
la retraccion de las terminales de los axones. Las proyecciones de color gris no han cambiado en la
etapa de la figura. Modificado de Clowry, Basuodan, y Chan (2014).
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Efectos de la actividad motora: Potencialidad del ejercicio como tratamiento en

eventos de lesion

La actividad motora se refiere a cualquier movimiento corporal producido por los
muasculos esqueléticos que tienen un gasto energético, el ejercicio es un
subconjunto de la actividad fisica y se define como el movimiento corporal repetitivo
(Arida, Scorza, da Silva, Cysneiros, & Cavalheiro, 2011). Los estudios en murinos
han demostrado que el ejercicio motor tiene un efecto directo en el SNC, bajo una
variedad de condiciones; mejora el aprendizaje y la memoria, contrarresta el
deterioro mental en el envejecimiento y en patologias con dafio cerebral (Llorens-
Martin, Torres-Aleman, & Trejo, 2008). El desarrollo de multiples estudios
consideran a la actividad motora moderada como un tratamiento para la lesiones
cerebrales trauméticas (Griesbach, Hovda, Molteni, Wu, & Gomez-Pinilla, 2004). Se
ha descrito que ante el ejercicio incrementa la demanda del flujo sanguineo y
disminuyen los niveles de especies reactivas al oxigeno (Molteni et al., 2004a).
Ademas durante el ejercicio se expresan neurotrofinas (NT) como el factor de
crecimiento nervioso (FCN) y el factor neurotrofico derivado del cerebro (“BNDF”
por su abreviatura en inglés), los receptores a NT, el receptor p75"'" de la familia
tirosina quinasa y el receptor del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a por sus siglas
en ingles) y una serie de interleucinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) ademas de aumentar la
actividad de los captadores de radicales libres (Fig. 11) (Ang & Gomez-Pinilla,
2007).

Varias estrategias de ejercicios motores han sido implementadas, por ejemplo se
sabe que los ejercicios de caminata en ratas tienen un efecto en la disminucion de
deficiencias motoras y sensoriales de la médula espinal lesionada (Ying, Roy,
Edgerton, & Gomez-Pinilla, 2003). En el CC se ha observado con la actividad
motora una disminucion de la astrogliosis y la hipomielinizacion provocada por la
inyeccion sistémica de lipopolisacaridos (Kim et al.,, 2014). Al facilitarles una
actividad motora voluntaria a ratones adultos se ha observado en su médula espinal
que al realizar ejercicio durante 7 dias se influye en la neurogénesis de la medula
dorsal y en la proliferacién de linajes de OL’s, prologando este efecto hasta los 24
dias de actividad recorriendo una distancia de 3 kilometros diarios, la actividad

motora produce un incremento en el nimero de células progenitoras de OL’'s
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(Krityakiarana et al., 2010). Krityakiarana et al. (2010) demostraron que la actividad
motora del ejercicio en ratones adultos estimula a las células madre del canal
ependimario activando su migracién y su diferenciacibn en OL’s, ademas se

observo con esta misma estimulacion la generacion de astrocitos.

Ying et al. (2003), demostraron que la actividad motora voluntaria en la rueda de
carrera de 3 a 7 dias en ratas de 3 meses, incrementa la expresion de neurotrofina
3 (NT-3) y de su receptor tirosina quinasa C (TrkC) en la sustancia gelatinosa de la
asta dorsal de la medula espinal en la seccién lumbar, este incremento también lo
observaron en el musculo soleus de las extremidades inferiores. Los resultados son
relevantes debido a que la expresién de NT-3 desempefia un papel critico en el
desarrollo y reaparicién de circuitos neuronales después de las lesiones de la
médula espinal (Ying et al., 2003).

Posteriormente se demostro el efecto de la actividad motora voluntaria de 3 a 7 dias
sobre los ganglios de la raiz dorsal, donde mostraron un aumento en el crecimiento
de neuritas, encontraron ademas que la longitud de las neuritas in vitro extraidas a
partir de animales ejercitados tienen correlacion con la distancia recorrida (Molteni,
Zheng, Ying, GoOmez-Pinilla, & Twiss, 2004b). Ademas se presenta una
regeneracion axonal después de una lesion por aplastamiento del nervio in vivo y
un incremento de la expresiéon de BNDF, NT-3, sinapsina-1 y GAP43 (Hutchinson,
Gomez-Pinilla, Crowe, Ying, & Basso, 2004; Molteni et al., 2004b).

En ratas adolecentes el ejercicio forzado y el voluntario incrementan los niveles de
BDNF y del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF por sus siglas en
inglés) en el hipocampo (Uysal et al., 2015). Se ha descrito en la rata que con la
actividad motora se expresa la proteina de AMP-ciclico (AMPc) en respuesta de la
unién del factor de trascripcion CREB vy la actividad por la via de la proteina quinasa
(MAP-K) facilitando la fosforilacibn de CREB y de la sinapsina-1 (Shen, Tong,
Balazs, & Cotman, 2001). Cabe destacar que la expresion de BNDF es a partir de
factor de trascripcion CREB (Finkbeiner et al., 1997).
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Figura 12. Efecto del ejercicio en el SNC

Se ejemplifican las vias de los mecanismos que favorecen el ejercicio forzado y como el incremento

NTR

del factor de crecimiento nervioso (FCN) enddgeno y del receptor p75™ 7, la disminucién de células

gliales reactivas y de citoquinas pro-inflamatorias enddégenas incrementan la neuroproteccion y

favorecen los mecanismos del aprendizaje y la memoria. Modificado de Ang y Gomez-Pinilla (2007).

Griesbach et al. (2004) plantearon la existencia de una ventana de tiempo para la
induccion de una actividad motora después de la lesién cerebral en la cual se
incrementa la expresion de BNDF en CA3 del hipocampo. A este proceso de
sintesis de BNDF se le ha dado seguimiento por medio de la proteina fluorescente
verde (GFP por sus siglas en ingles), y se ha descrito su colocalizacion con la
sinpasina-1 presingptica y en la proteina posinaptica PSD95 de neuronas
hipocampales y corticales donde concluyen que la liberacion del BNDF esta
mediada por la sinapsina-1 en la actividad sindptica (Ang & Gomez-Pinilla, 2007).
También esta ventana de efecto se ha descrito en la actividad de caminata forzada
prolongada de 2 hasta 6 horas reflejando que el efecto del estrés disminuye la
proliferacion celular (Lee et al., 2013).

De la misma manera se ha observado el efecto del incremento del BNDF por parte
del ejercicio moderado sobre los OL’s de ratas adultas, presentando una
disminucién de la expresion de glicoproteinas asociadas a mielina (MAG, por sus
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siglas en inglés), la cual se caracteriza por inhibir el crecimiento de neuritas sin
afectar la expresion de la proteina basica de mielina (MBP, por sus siglas en inglés)
(Ghiani, Ying, Vellis, & Gomez-Pinilla, 2007).

El ejercicio también influye en los factores neurotrépicos durante los procesos de
inflamacion, debido a la baja afinidad por parte de los factores neurotrépicos y de
algunas citoquinas antiinflamatorias a los receptores p75"'". Estos receptores
participan en la inhibicion del mayor complejo de histocompatibilidad (MHC por sus
siglas en inglés) por parte de la microglia (Ang & Gomez-Pinilla, 2007), los cuales
han sido estudiados en eventos de lesion de hipoxia unilateral de ratas adultas en la
region de la banda horizontal de Broca (Ang, Wong, Moochhala, & Ng, 2003). En
esta misma regién se estudido el efecto del ejercicio forzado, observando un
incremento en las poblaciones de neuronas colinérgicas del septum medial
relacionadas con la mejoria en el desempefio de las pruebas conductuales (Ang,
Dawe, Wong, Moochhala, & Ng, 2006). Ademas se ha descrito que el ejercicio
motor modula la expresion del receptor de las interleucinas TNF-a, IL-1B3, IL-6 de la
microglia y los astrocitos que interacttan de una manera orquestada ante los
eventos de inflamacién causando lesiones en ratas adultas expuestas a isquemia
cerebral (Ang & Gomez-Pinilla, 2007).

La actividad motora de la natacion en rata también ha demostrado un efecto con
relacion al tiempo, similar a la mencionada por Griesbach et al. (2004), en la cual el
nado aumenta la proliferacion de nuevas células, a partir de 5 minutos de actividad
aumenta la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo y se presenta
hasta los 20 minutos de actividad, posterior a este tiempo se presenta una inversion
de la proliferacion atribuida a la influencia del estrés (Ra et al., 2002).

El estrés agudo en las ratas ejercitadas con nado o con caminata mejora la
memoria episddica y el estrés crénico puede inducir una plasticidad adaptativa
cerebral (Ang & Gomez-Pinilla, 2007), en los que los neurotransmisores locales y
las hormonas sistémicas interactian para producir cambios estructurales y
funcionales (Arida, Scorza, da Silva, Scorza, & Cavalheiro, 2004). Es ampliamente
conocido que las experiencias con niveles altos de estrés a menudo incrementan la

facilidad de los procesos de memoria en las ratas, que podrian atribuirse a la
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liberaciébn de hormonas de estrés como la epinefrina y la corticosterona (Ang &
Gomez-Pinilla, 2007; McEwen, 2000; Uysal et al., 2015).

El estrés por el ejercicio puede actuar como un mecanismo de proteccion debido al
incremento de la expresion de la proteina de choque térmico de 70 kilodaltos
(HSP70 por sus siglas en inglés) la cual esta implicada en el plegamiento de
proteinas y en la proteccion celular ante el estrés. Este efecto se observo en ratas
de 8 semanas con un protocolo de induccidn de estrés cronico y agudo mediante
nado (Liu, Yang, Fan, Jiang, & Pan, 2010). Chetty et al. (2014) demostraron en
ratas a las que se les administr6 de manera subcutanea corticosterona durante 7
dias y a otras ratas que se les inmovilizé6 3 horas al dia durante una semana que
ante un estimulo altamente estresante se promueve oligodendrogénesis en el giro

dentado del hipocampo.

Los efectos de los factores troficos que anteriormente se han mencionado, se han
estudiado de manera individual en modelos de lesion de sustancia blanca, el BNDF
se ha inyectado en el ventriculo lateral derecho después de una una hipoxia
unilateral por la obtruccion de la cardtida derecha y se ha observado una
disminucién del dafio estructural y una mejoria de las ratas en el desempefio
conductual (Almli et al., 2000). Espinosa-Jeffrey et al. (2013) demostraron que en
ratones con lesion excitotoxica en el CC la administracion del factor trofico de
crecimiento “TSC1” tiene la capacidad de disminuir los efectos de lesion estructural
y de promover la proliferacion endégena de progenitores de OL’s, asi como también
la mielinizacién por parte de OL"s maduros.

De esta manera distintos grupos de investigacion han demostrado que el ejercicio
puede estimular la maquinaria intrinseca para la expresion de los factores troficos
de crecimiento mencionados anteriormente, influyendo de manera directa en la
disminucién de los procesos de inflamacién que se expresan por parte de la
microglia (Piao et al., 2013). El ejersicio tambien disminuye los efectos del estrés
oxidativo, ademas tiene la capacidad de incrementar la vascularizacién
restableciendo el microambiente celular que se ven afectado durante los eventos de
lesion del SNC asi como en la LPV (Ang & Gomez-Pinilla, 2007), ademas de inducir
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la migracion y mielinizacion de los axones cortico-espinales por parte de los OL's

mediante la actividad neuronal (Gibson et al., 2014).

El nado forzado como un ejercicio aerébico

El ejercicio aerdbico como lo es correr o nadar (Petzinger et al., 2015) presenta
beneficios ante la presencia de una lesién en etapas perinatales que involucra el
desarrollo de la sustancia blanca (Kim et al., 2014). Tanto la sustancia blanca como
la gris presentan plasticidad en individuos sanos ante la adquisicién de habilidades
motoras (Sampaio-Baptista et al., 2013). Dependiendo de la actividad fisica
realizada puede tener distintos efectos en la proliferacion celular y su migracion,
afectando no solo a las neuronas sino también en la proliferacién de astrocitos y la
activacion de la microglia (Petzinger et al., 2015), incluso un evento estresante
continuo como lo es el nado forzado puede promover la proliferacién de los OL's
(Chetty et al., 2014).

El nado es considerado una actividad que se presenta en todos los mamiferos
desde el momento del nacimiento, para las ratas esta capacidad de nadar esta
presente desde los primeros dias de vida, sin embargo, su resistencia al esfuerzo
fisico varia segun la edad de las ratas, al ser un ejercicio no voluntario la tarea se
describe como “nado forzado”, se sabe que la exposicion al ejercicio forzado
provoca alteraciones neuroquimicas y endocrinas. La prueba clasica de nado
forzado fue desarrollada en 1978 por Porsolt. Consiste en colocar ratas adultas en
un cilindro conteniendo agua a 25 C° impidiendo a la rata escapar, realizando una
sesién de 15 min seguida después de 24 horas de una sesion de prueba de 5 min,
la tarea induce un factor de estrés que deriva a un estado de depresion conductual.
Al progresar la prueba se observa una inmovilidad realizando solamente
movimientos necesarios para mantener la nariz por encima de la superficie. Detke y
Lucki (1996) afiaden la descripcion de “escalada” en la prueba de nado forzado
(Bogdanova, Kanekar, D'Anci, & Renshaw, 2013; Can et al., 2012). Los individuos
mas jévenes presentan una mayor actividad (Bogdanova et al., 2013; Martinez-
Mota, Ulloa, Herrera-Perez, Chavira, & Fernandez-Guasti, 2011).
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La capacidad de flotar se describe como realizar los movimientos minimos
necesarios para mantener la cabeza fuera del agua, esta capacidad en ratas
comienza a partir del dia 21 pos-natal y se estabiliza en el 26 dia pos-natal, la
conducta de buceo se refleja al dia 22 pos-natal, previo a ese periodo esta
considerado como inactividad el mantener el cuerpo en posicién vertical al menos a
10° con respecto de la superficie (Abel, 1993). Debido a la dificultad de implementar
otras tareas de actividad motora forzada en ratas neonatas, el nado forzado es una
tarea que nos permite la induccién de la actividad motora de manera forzada

mediante un estimulo aversivo.

Evaluacion de la lesion por excitotoxicidad en modelos murinos

El implemento de distintas metodologias nos permite evaluar y describir la
capacidad motora en el desarrollo ante una lesién de la sustancia blanca en los
murinos (Poggi et al., 2005). En estudios de los modelos deficientes de mielina y
con lesiones en la sustancia blanca se han implementado distintas metodologias
conductuales en los cuales se reporta una deficiencia en el desempefio en las
pruebas por la deficiencia motora (Tress et al., 2012). La prueba de *“actividad
motora espontanea” permite el registrar la actividad de las ratas a través de una red
de haz de luz de rayos infrarroja en los ejes “X y Y” en un campo abierto,
registrando la distancia recorrida, tiempos de inactividad, tiempos de actividad y
movimientos horizontales, reflejando el desarrollo motor y la capacidad cognitiva
para la habituacion al ambiente (Garin-Aguilar, Medina, Quirarte, McGaugh, &
Prado-Alcala, 2014).

Se sabe que el ejercicio tiene también un efecto sobre la neurotransmision e influye
en la expresion de receptores a glutamato como lo es el rAMPA en neuronas en el
estriado, ademas reduce la formaciones glutamatérgicas aberrantes y restaura la
funcién de circuitos cortico-estriado, debido a que el ejercicio como lo es el nado
tiene la capacidad de incrementar la disponibilidad de biomoléculas que intervienen
en la formaciéon de conexiones sinpticas en respuesta de una demanda energética,
elimina el material de desecho, mantiene la homeostasis, incrementa los niveles y
difusion de factores tréficos como el BNDF, ocasiona modificaciones de la barrera
hematoencefalica, (Foley & Fleshner, 2008; Petzinger et al., 2015).
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JUSTIFICACION

Debido a aspectos éticos no se han estudiado a profundidad los mecanismos de
una terapia motora como la neurohabilitacibn implementada en neonatos
prematuros diagnosticados con leucomalacia periventricular en la Unidad de
Investigacion de Neurodesarrollo del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México. Es necesario recurrir a los distintos trabajos que han
demostrado las homologias y diferencias en el desarrollo de los OL's entre la rata 'y
el humano (Back & Rivkees, 2004; Craig et al., 2003), los cuales han permitido
describir distintos elementos presentes en la patologia de la leucomalacia
periventricular. Distintos grupos de investigacion han postulado ya distintos
tratamientos exdgenos para la LPV (Fields, 2010; Verkhratsky & Kirchhoff, 2007).
En algunos trabajos se ha demostrado el papel de los factores troficos al ser
administrados directamente en el cuerpo calloso para atenuar la lesion y promover
la diferenciacion de nuevas células (Espinosa-Jeffrey et al., 2013). Igualmente los
factores tréficos también se pueden incrementar de manera endogena con el
ejercicio motor o actividad motora voluntaria y forzada, ya que aumentan las
concentraciones de factores tréficos y de la proliferacion celular (Kim et al., 2014).
Sin embargo, aun no se sabe si en modelos animales neonatales con lesién
excitotdéxica en la sustancia blanca la actividad motora inducida en una etapa
temprana puede tener un efecto benéfico en el desarrollo de la sustancia blanca, el
desarrollo motor y el desarrollo cognitivo.
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HIPOTESIS

H1: El nado forzado inducido del dia 7 al 30 posnatal disminuira la actividad motora
espontanea provocada por la lesiébn con acido-N-Metil-D-aspartato en el cuerpo

calloso de la rata de 5 dias de edad.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del nado forzado sobre la actividad motora espontanea de

ratas con lesion excitotoxica del cuerpo calloso en el dia 5 posnatal.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la actividad motora espontanea de ratas con lesion excitotoxica en el

cuerpo calloso realizada el dia 5 posnatal.
2. Evaluar el efecto del nado forzado inducido del dia 7 al 30 posnatal sobre la

actividad motora espontanea de ratas con lesion excitotoxica en el cuerpo

calloso realizada el dia 5 posnatal.
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MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental del presente proyecto se realiz6 de acuerdo a las normas
estipuladas en “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (National
Research Council, 2011), a la (NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
2001) y a los lineamientos del comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM (Protocolo aprobado el dia 11 de Mayo de 2015 con el nUmero 87A).

Sujetos

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague Dawley de 5 dias de edad, todas las
ratas permanecieron en lactancia con su madre hasta el dia 21 del destete.
Manteniendo las condiciones durante el desarrollo del experimento. Se
distribuyeron las camadas para que cada hembra amamantara 6 crias macho.

Cirugia estereotaxica

Las ratas se sometieron a una intervencién quirdrgica en el dia 5 posnatal. Las
ratas neonatas fueron anestesiadas induciendo una disminucion en su temperatura
corporal, colocando la rata en hielo durante 10 minutos. Se utilizé cloruro de
benzalconio como antiséptico para esterilizar el material quirargico y la zona a
incidir. Ya anestesiada la rata se fijjo en un adaptador para rata neonata (disefiado
en el laboratorio B-04 del Instituto de Neurobiologia, UNAM) para el aparato
estereotaxico (Hagberg et al., 2002; Sierra et al., 2009). Se identificé la linea medial
del craneo y Bregma con ayuda de una lampara de luz blanca y se tomaron las
siguientes coordenadas a partir del punto Bregma (Khazipov et al., 2015): Antero
Posterior: -1 mm, Medial-Lateral -1 mm para la mitad de cada grupo y +1 mm para
la otra mitad de cada grupo, con la finalidad de contrabalancear la lesién en el

hemisferio preferencial en los grupos.
El craneo se perfor6 con una aguja de insulina con ayuda de la torre del aparato

estereotaxico cuidando de no perforar mas de 1 mm, se introdujo un microinyector

hasta el cuerpo calloso: Dorso-Ventral: 2 mm (Chen, Dimambro, & Clowry, 2008;
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Heller, Hutchens, Kirby, Karapas, & Fernandez, 1979; Ramachandra &
Subramanian, 2011).

Lesién por excitotoxicidad, administracion de NMDA

Se preparo una dilucion de 4 ug de NMDAsigma® (PM=147.1289 gr) en un volumen
de 2ul de PBS al 1X. Mediante una jeringa Hamilton de 10 pl, se inyecté 2 ul de
solucién del agonista de rNMDA: NMDA/PBS por 3 minutos, al final de la
administracion la aguja permanecié 2 minutos para garantizar la difusion antes de
removerla (Chen et al., 2008; Webber et al., 2009). Se limpio la herida en la piel del
craneo con antisépticos y la rata se coloc6 en una placa térmica durante 60
minutos. Se verificd el bienestar y la recuperacion de su temperatura corporal, e

inmediatamente se procedié a devolverse a su madre (Sierra et al., 2009).

Induccién de actividad motora mediante el nado forzado

Los grupos se sometieron al ejercicio forzado por medio del “nado forzado”. La
actividad comenzé en el dia 7 posnatal en los 3 grupos de nado (Intacto-Nado-
Forzado, Veh-Nado-Forzado y NMDA-Nado-Forzado). La prueba consistio en dos
sesiones de 5 minutos de nado del dia 7 al 9 de edad, posteriormente se
incremento el tiempo de cada sesién a 10 minutos realizando dos sesiones diarias
del dia 10 al 30 de edad (Ra et al., 2002), con un total de 24 dias consecutivos de
sesiones de nado. El agua se mantuvo a una temperatura entre 23-25°C (Jefferys &
Funder, 1994). Para evitar un estrés inducido por factores externos que pudieran
reflejarse en la prueba de nado forzado, las ratas se manipularon con las siguientes
condiciones: 1) Se evito el aislamiento social 2) Se mantuvieron en lactancia en los
periodos normales y una dieta Ad libitum (Ra et al., 2002). 3) y en la prueba de

nado forzado se cambio el agua para cada individuo (Abel, 1993).
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Actividad motora espontanea en campo abierto

Se registré la distancia recorrida y movimientos horizontales en el campo abierto
mediante el sistema automatizado VersaMax (AccuScaninstrument, INC.,
Columbus, OH), gue registra la actividad de la rata a través de una red de haz de
luz de rayos infrarroja en los ejes “X y Y”. La camara es de acrilico trasparente y
cuenta con una tapa por la cual se introduce a la rata y posee las siguientes
dimensiones: 40.5 cm de largo, 40.5 cm de ancho y 25 cm de profundidad. La
informacion del experimento se registra por medio de una computadora externa a la
habitacion experimental por medio del software VersaMax. Las ratas fueron
expuestas en el dia 25, 30 y 40 dias de edad por 30 minutos con registro de

eventos cada 5 minutos.

Sacrificio

Se realiz6 el sacrificio a la edad de 41 dias posnatal. Las ratas fueron anestesiadas
con una dosis letal de pentobarbital sédico por via intraperitoneal, una vez que
aseguramos gque la rata se encontraba en estado anestésico, es decir que no

reaccionaba a estimulos dolorosos se realiz6 la decapitacion.

Disefio experimental

Se formaron tres grupos: 1) grupo lesionado inyectando la dosis de 4 pg/ 2 ul de
NMDA, con la finalidad de producir una lesién moderada en la sustancia blanca del
cuerpo calloso y zonas periventriculares; las inyecciones se realizaron en el
hemisferio con preferencia de lateralidad. 2) grupo que recibié vehiculo y 3) grupo
gue no fue tratado. Cada uno de los grupos se subdividi6 a su vez en dos
subgrupos; los que fueron sometidos a nado forzado (NMDA-Nado-Forzado,
Vehiculo-Nado-Forzado e Intacto-Nado-Forzado) y los grupos sedentarios (NMDA-
Sedentario, Vehiculo-Sedentario e Intacto-Sedentario). Se evalu6 el desarrollo
motor y cognitivo en los distintos grupos con: distancia recorrida (cm), movimientos
verticales (frecuencia) y el tiempo de habituacion en la prueba de “actividad motora

espontanea” en campo abierto en los dias 25, 30 y 40 de edad. Para cada una de
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las edades se obtuvieron los valores de distancia total recorrida cada 5 minutos
hasta la media hora. En forma similar se obtuvieron cada 5 minutos en los valores
de la actividad vertical. Por ultimo, los sujetos fueron sacrificados mediante
decapitacion el dia 41.

Andlisis estadistico

Los registros obtenidos mediante el software VersaMax (AccuScaninstrument, INC.,
Columbus, OH), se dividieron en dos bases de datos, una para almacenar los
resultados de la distancia total recorrida y otra para la actividad vertical. Para
analizar la normalidad y la distribucion de los datos se utilizé la prueba Kolmogorov-
Smirnov. El analisis de los datos con distribucidon normal se realizé con una prueba
de comparacion de varianzas mediante la prueba de ANOVA de medidas repetidas
de 2 vias, grupos (Intacto-Sedentario, Vehiculo-Sedentario, NMDA-Sedentario,
Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Nado-Forzado y NMDA-Nado-Forzado) y tiempo
(5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos). Se realizaron ANOVAS independientes para cada
edad (P25, P30 y P40) Se us6 la prueba Bonferroni como post-hoc para correccién
de comparaciones multiples en la obtencion de los valores de probabilidad en las
comparaciones intergrupal y a través del tiempo.
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RESULTADOS

Actividad motora espontanea

Se registrd la actividad motora espontanea de todos los grupos en las tres edades
descritas con anterioridad (P25, P30, P40), con el objetivo de analizar el desarrollo
motor y el impacto de la lesion excitotoxica en la ventana vulnerable del desarrollo
de los OL’s. Los registros se realizaron cada 5 minutos en un periodo de 30 minutos
por sesidén con el software VersaMax (AccuScaninstrument, INC., Columbus, OH),
por el medio del cual se registro la actividad horizontal cuantificada como la distancia
recorrida (cm/min) y la actividad motora vertical que se registré como el nimero de

movimientos verticales (frec/min).

Distancia total recorrida

Todos los grupos quedaron conformados con una n=8. Con el objetivo de verificar
gue los datos tuvieran una distribucion normal se utilizo la prueba de “Kolmogorov-
Smirnov”. Todos los grupos mostraron una distribuciéon normal de la variable
“distancia total recorrida”. Dado que los datos cumplieron la normalidad se realizé
una prueba paramétrica para comparacion de varianzas ANOVA entre tiempo (5, 10,
15, 20, 25, 30 minutos) y grupos (Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado,
Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-Nado-Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-

Forzado) de medidas repetidas como se describié anteriormente.

P25

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P25 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Fs, 42) = 16.59, p <
0.0001) (Figura 13, Tabla 2 y 3), en los valores de interaccién entre el factor grupos
(Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-Nado-
Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor tiempo (5 minutos,
10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) se obtuvieron
diferencias significativas (Fs, 2100 = 2.163, p< 0.005). En la figura 13 muestra el

comportamiento de los diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla 2 se
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muestra los valores medios y la desviacion estandar. Se puede observar que todos
los grupos presentaron habituacién, ya que los valores son mayores a los 5 minutos
gue a los 30. Por otra parte, la Tabla 3 muestra las comparaciones entre grupos que
fueron significativas a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Llama la atencion que a los
5y 10 minutos existieron valores significativos entre el grupo lesionado sedentario y
el grupo lesionado con nado forzado, con mayor distancia recorrida el grupo
lesionado sedentario. Los grupos NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado
presentan diferencias a los 5 y 10 minutos. Ambos grupos presentaron diferencias
con respecto a los grupos controles, el grupo NMDA-Sedentaro a lo largo de los 30
minutos y el grupo NMDA-Nado-Forzado solo apartir de los 10 minutos y dejo de

presentar diferencias con respecto a los grupos controles a los 30 minutos.
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Figura 13. Medias y desviacion estandar de la distancia total recorrida (cm/min) en P25.
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Tabla 2. Medias y desviacién estandar de la distancia total recorrida durante la prueba de

actividad motora espontanea en P25.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- m 983.875 398.500 211.500 T2.125 23.500 13.000
Sedentario o +71.235 + 46,725 +33.819 1 35,353 + 21.800 + 8.592
Intacto- m 1120.250 538.125 203125 4.625 1.500 14.625
MNada-F g +99.941 + 65.916 +43.027 + 1.861 + (0.926 % 14.056
Vehiculo- m 0841375 562.625 323125 157.500 B3.875 50.125
Sedentario o +T7.562 + 51.873 + 69.559 +42.138 +41.300 + 32,383
Vehiculo- i 1077.250 553.875 291.125 61.500 13.750 18.750
Nadao-F g + 34,483 + 52.936 +48.191 +21.799 11172 + 18.048
NMDA- m 1970.750 1642.125 1329.750 1121.750 083.750 §26.250
Sedentario - +120.124 + 194.051 + 162.968 + 180.639 £+ 194,639 + 208.770
NMDA- m 1346.125 1291.875 999.500 726.000 610.500 467.750
Nado-F & + 138.922 + 297.787 + 244191 + 288.154 +208.411 + 192.238

39



Tabla 3. Comparacion entre grupos de la distancia total recorrida. Valores
significativos en el dia 25 posnatal.

Tiempo Comparaciones Valor F Probabilidad
NMDA-S vs. NMDA-N-F P < 0.0001 4
Intacto-S vs. NMDA-S < 0.0001
5 min Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
NMDA-S vs. NMDA-N-F < 0.0001 +—
Intacto-S vs. Intacto-N-F 0.0136
10 min Intacto-N-F vs. Lesién-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-NF vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-N-F 0.0033
Intacto-NF vs. NMDA-S < 0.0001
) Intacto-NF vs. NMDA-N-F 0.0028
i Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-N-F 0.0289
Veh-NF vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-NF vs. NMDA-N-F 0.016
Intacto-S vs. NMDA-S F (5,42)=15.32 |<0.0001
Intacto-S vs. NMDA-N-F 0.0058
Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
55 v Intacto-N-F vs. NMDA-N-F 0.0014
Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-N-F 0.0296
Veh-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-N-F 0.0047
Intact-S vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-N-F 0.0133
Intacto-N-F vs. NMDA-N-F < 0.0001
25 min VVeh-S vs. Veh-N-F 0.0087
Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-N-F 0.0401
Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-N-F 0.011
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0049
T Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0051
Veh-S vs. NMDA-S 0.0109
Veh-N-F vs. NMDA-S 0.0056
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P30

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P30 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F (s, 42)= 12.76, p <
0.0001). (Figura 14, Tablas 4 y 5). En los valores de interaccion entre el factor grupo
(Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-Nado-
Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor tiempo (5 minutos,
10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) no se observaron
diferencias significativas (F (25, 210 = 1.075, p = 0.3740). En la figura 14 muestra el
comportamiento de los diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla 4 se
muestra los valores medios y la desviacién estandar. En la tabla 5 las se observan
las comparaciones entre grupos, el grupo NMDA-Sedentario mostré valores
significativos mayores que los de los restantes grupos. Sin embargo, la comparacion
con el grupo NMDA-Nado-Forzado solamente fue significativo a los 10 minutos con
los grupos Intacto-Sedentario y Vehiculo-Nado-Forzado. En el resto de
comparaciones a partir de los 15 minutos, el grupo NMDA-Nado-Forzado no

presento diferencias significativas.
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Figura 14. Medias y desviacion estandar de la distancia total recorrida (cm/min) en P30.
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Tabla 4. Medias y desviacién estandar de la distancia total recorrida durante la prueba de

actividad motora espontanea en P30.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- i 1008.875 538.375 388.125 68.250 49.750 18.250
Sedentarioc | o + 103.956 + B7.835 +80.629 + 24,969 + 29,075 +12.870
Intacto- m 116.250 764.750 375.500 194.625 111.875 41.375

Mado-F o +142.402 +128.778 +78.3684 + 85.763 +46.324 % 23.084
Vehiculo- m 1524.000 748.250 351.625 166.500 30.500 3.125
Sedentario @ + 281.520 + 195.316 +91.201 + 56.376 +26.166 +2.216
Vehiculo- m 1076.875 682.625 370.375 170.000 82.875 0.500
MNado-F o + TA.073 + 91,123 + 81.799 + 88.308 + 52,787 +0.378
NMDA- m 2144125 1932.375 1557375 1222.250 1091.000 876.750
Sedentarioc | & +231.842 + 165.764 +190.223 + 181.458 + 210.357 1 260.6801
NMDA- m 1692.000 1429.167 986.500 670.333 480.667 398.000
MNado-F [ + 293.489 + 370.721 +311.270 + 283.714 + 320.910 + 276.609
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Tabla 5. Comparacién entre grupos de la distancia total recorrida. Valores significativos en el

dia 30 posnatal.

Tiempo

5 min

Comparaciones
Intacto-S vs. NMDA-S

Valor F

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

10 min

Intacto-S vs. NMDA-S

Intacto-S vs. NMDA-N-F

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-N-F

15 min

Intact-S vs. NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

\Veh-8 vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

20 min

Intacto-S vs. NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

25 min

Intacto-S vs. NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

30 min

Intacto-S vs. NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

F (5, 42) = 12.76

Probabilidad
< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

0.003

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

0.0264

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001

0.0002

< 0.0001

< 0.0001

0.0017

0.0025

0.0013

0.0012
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P40

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P40 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F s, 42) = 8.424, p <
0.0001). (Figura 15, Tablas 6 y 7). En los valores de interaccion entre el factor grupo
(Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-Nado-
Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor tiempo (5 minutos,
10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) no se obtuvieron
diferencias significativas (F (25, 2100 = 0.7659, p = 0.7659). En la figura 15 muestra el
comportamiento de los diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla 6 se
muestra los valores medios y la desviacién estandar. En la tabla 7 se observa que
también el grupo NMDA-Sedentario mostrd valores mayores significativos que los
restantes grupos y no se observaron diferencias significativas entre el grupo NMDA-
Nado-Forzado y los grupos controles.
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Figura 15. Medias y desviacion estandar de la distancia total recorrida (cm/min) en P40.
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Tabla 6. Medias y desviacién estandar de la distancia total recorrida durante la prueba de

actividad motora espontanea en P40.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- m 1318.250 759.125 505.000 244750 152.625 64.875
Sedentario o + 187.333 +90.312 +99.752 +64.347 + 55.765 +33.295
Intacto- m 1364.625 773.625 531.750 293.000 218.250 64.375
Nado-F g +219.166 +137.784 + 123.060 +90.513 +110.130 +35.706
Vehiculo- m 1398.125 822.625 411.250 375.250 143.000 117.625
Sedentario o +230.340 + 142.362 +65.727 + 105.706 + 84.839 +75.621
Vehiculo- m 1368.000 797.000 472.375 342.000 168.875 116.875
Nado-F 4 + 146.989 + 100.365 + 144,129 +116.872 +74.542 +69.028
NMDA- m 2444750 1905.000 1323.125 856.625 903.625 966.750
Sedentario o + 356.599 + 289.545 + 279.631 +243.954 +222.309 + 286.758
NMDA- m 1738.333 1237.500 870.500 972.333 703.333 394.833
Nado-F (g +171.679 +177.274 +111.127 + 286.659 +266.518 + 166.300

Tabla 7. Comparacién entre grupos de la distancia total recorrida. Valores significativos en el

dia 40 posnatal.

5 min

Intacto-S vs. NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

10 min

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Veh-S vs. NMDA-S

Veh-N-F vs. NMDA-S

15 min

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

25 min

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

30 min

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-N-F vs. NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

Intacto-S vs.

NMDA-S

F (5,42) = 8.424

< 0.0001

0.0001

0.0002

0.0001

< 0.0001

< 0.0001

0.0001

< 0.0001

0.0097

0.0144

0.0022

0.0059

0.0255

0.0223

0.032

0.0026

0.0026

0.0061

0.006
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Actividad vertical

Todos los grupos quedaron conformados con una n=8. Con el objetivo de verificar
que los datos tuvieran una distribucion normal se utilizo la prueba de “Kolmogorov-
Smirnov”. Todos los grupos mostraron una distribuciébn normal de la variable
“actividad vertical”. Dado que los datos cumplieron la normalidad se realiz6 una
prueba paramétrica entre grupos ANOVA de medidas repetidas de dos vias para
comparacién de varianzas. Se realizé una prueba post-hoc de “Bonferroni” para

comparaciones multiples.

P25

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P25 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la actividad
vertical (F (s, 42) = 6.856, p = 0.0001). Los valores de interaccion entre el factor grupo
(Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-Nado-
Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor tiempo (5 minutos,
10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) fueron significativos
(F (25, 2100 = 1.647, p = 0.0325). En la figura 16 muestra el comportamiento de los
diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla 8 se muestra los valores medios y
la desviacion estandar. En la tabla 9 se observa que el registro de los minutos 20-25
registrados de la prueba el grupo NMDA-Sedentario presenta un incremento con
respecto a los grupos Intacto-Sedentario, Intacto-Nado Forzado, Vehiculo-
Sedentario y Vehiculo-Nado Forzado (p < 0.05) (Figura 16, Tabla 8 y 9). EL grupo
NMDA-Nado-Forzado solo presento diferencias a los 15 minutos con los grupos
Intacto-Sedentario e Intacto-Nado-Forzado.
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Figura 16. Medias y desviacion estandar de la actividad vertical (frec/min) en P25.

Tabla 8. Medias y desviacién estandar de la actividad vertical durante la prueba de actividad

motora espontianea en P25.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- m 41.625 18.500 6.875 1.250 0.500 0.125
Sedentario o +5.769 + 3.669 +2.333 +0.620 +0.500 +0.125
Intacto- m 30.750 17.125 5.875 0.000 0.000 0.375
Nado-F g +1.962 +3.050 +1.342 +0.000 =0.000 +0.375
Vehiculo- m 34.250 18.875 9.500 0.875 0.500 1.250
Sedentario o +3.075 +2.881 +2.291 +0479 + 0.500 +1.250
Vehiculo- m 41,625 25.000 13.125 3.500 1.625 1.500
Nado-F g +2.412 +2.777 +2.702 +1.052 +1.101 +1.000
NMDA- m 37.375 25.375 17.625 15.375 13.125 9.000
Sedentario o +3.995 + 3.887 +1.614 +3.145 +4514 +3.071
NMDA- m 35.500 24.375 18.500 10.750 8.500 5.125
Nado-F o +6.196 +4.035 +1.813 +1.656 +3.168 +1.432
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Tabla 9. Comparacién entre grupos de la actividad vertical. Valores significativos en el dia 25

posnatal.
, Intacto-S vs Intacto-N-F 0.0452
S min Intacto-N-F vs. Veh-S 0.0452
Intacto-S vs. NMDA-N-F 0.0164
15 min Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0206
Intacto-N-F vs. NMDA-N-F 0.0067
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0019
20 min Intacto-N-F vs. NMDA-S F (5, 42) = 6.856 0.0005
Veh-S vs. NMDA-S 0.0184
VVeh-N-F vs. NMDA-S 0.0013
Intacto-S vs. NMDA-S 0.009
25 min Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0055
Veh-S vs. NMDA-S 0.0259
VVeh-N-F vs. NMDA-S 0.009

P30

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P30 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la actividad
vertical (F (s, 42 = 16.08, p < 0.0001), en los valores de interaccion entre el factor
tratamiento  (Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario,
Vehiculo-Nado-Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor
tiempo (5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) se
obtuvieron diferencias significativas (F (25, 2100 = 3.453, p< 0.005). En la figura 17
muestra el comportamiento de los diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla
10 se muestra los valores medios y la desviacién estandar. En la Tabla 10 se
observa que el grupo NMDA-Sedentario comienza a presentar valores mayores a
partir del minuto 10 con respecto a los otros grupos (Figura 16, Tabla 10 y 11). A
partir del registro realizado a los 15, 20 y 30 minutos el grupo NMDA-Nado-Forzado
presento diferencias con respecto al grupo NMDA-Sedentario, y a lo largo de la

prueba no presento ninguna diferencia con respecto a los grupos controles.
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Figura 17. Medias y desviacion estandar de la actividad vertical (frec/min) en P30.

Tabla 10. Medias y desviacién estdndar de la actividad vertical durante la prueba de actividad
motora espontanea en P30.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- m 39.875 24,375 11.750 2.500 2.000 0.875
Sedentarioc ¢ +3.435 +3.495 +2.051 + 1.225 +1.323 +0.581
Intacto- m 31.000 26.875 11.125 5.750 4.375 2.250
Nado-F o +2.121 +2.318 +2.695 +2.411 +1.822 +1.013
Vehiculo- m 41.125 25.500 10.375 3.000 1.375 0.625
Sedentarioc ¢ +6.410 +2.035 +1.772 +0.866 =1.117 +0.625
Vehiculo- m 35.750 24,625 10.375 2.875 0.875 0.000
Nado-F o + 3.954 =1.990 +2.112 +1.540 +0.875 +0.000
NMDA- m 35.875 38.500 39.250 30.125 26.000 24.750
Sedentario ¢ + 3.875 + 3.841 +4.992 +4.688 +4.629 +5.525
NMDA- m 42.833 36.167 22.167 14.500 13.833 10.167
Nado-F o +2.386 +3.005 +3.321 +4.256 +5.850 +6.416
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Tabla 11. Comparacién entre grupos de la actividad vertical. Valores significativos en el dia 30

posnatal.
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0218
10 min Veh-S vs. NMDA-S 0.05
Veh-N-F vs. NMDA-S 0.0263
Intact-S vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-N-F vs. NMDA-S <0.0001
15 min Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
NMDA-S vs. NMDA-N-F 0.0056 +—
Intacto-S vs. NMDA-S <0.0001
Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
20 min Veh-S vs. NMDA-S F (5. 42) = 16.08 < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
NMDA-S vs. NMDA-N-F 0.0167 <4+—
Intacto-S vs. NMDA-S < 0.0001
— Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
VVeh-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-S < 0.0001
Intacto-N-F vs. NMDA-S < 0.0001
30 min Veh-S vs. NMDA-S < 0.0001
Veh-N-F vs. NMDA-S <0.0001
NMDA-S vs. NMDA-N-F 0.0347 <4+—
P40

El ANOVA de dos vias con medidas repetidas para el dia P40 de edad mostré que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la actividad
vertical (F (s, 42y = 5.677, p = 0.0005). En los valores de interaccion entre el factor
grupo (Intacto-Sedentario, Intacto-Nado-Forzado, Vehiculo-Sedentario, Vehiculo-
Nado-Forzado, NMDA-Sedentario y NMDA-Nado-Forzado) y el factor tiempo (5
minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos y 30 minutos) se
obtuvieron diferencias significativas (F (25, 2100 = 2.038, p<0.005). En la figura 18
muestra el comportamiento de los diferentes grupos a través del tiempo y en la tabla
12 se muestra los valores medios y la desviacién estandar. En la Tabla 12 se
observa que el grupo NMDA-Sedentario comienza a presentar valores mayores a
partir del minuto 15 en comparacion con los grupos Intacto-NF, Veh-S y Veh-NF. La
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presencia de valores mayores es mas evidente a partir del minuto 25 con respecto a
los grupos Intacto-S, Intacto-NF, Veh-S, Veh-NF. (Figura 17, Tabla 12 y 13). A lo
largo de la prueba el grupo NMDA-Nado-Forzado solo presento diferencias a los 10
minutos con el grupo Intacto-Nado-Forzado y a los 15 minutos con el grupo
Vehiculo-Sedentario, el grupo NMDA-Sedentario presento mayores valores con
respecto a los grupos controles a partir del registro a los 20 minutos.
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Figura 18. Medias y desviacion estandar de la actividad vertical (frec/min) en P40.

Tabla 12. Medias y desviacién estdndar de la actividad vertical durante la prueba de actividad

motora espontanea en P40.

ID 5 minutos 10 minutos 15 minutos 20 minutos 25 minutos 30 minutos
Intacto- m 40.250 23.625 16.875 7.500 4875 1.875
Sedentario o + 1.556 +2618 +1.684 +1.842 + 1.608 +1.597
Intacto- m 37.375 21.250 12.250 9.125 6.125 3.125
Nado-F o +2314 +2.932 +2.698 + 3.662 + 3.056 +2.295
Vehiculo- m 41.125 25.375 11.750 9.875 4375 3.000
Sedentario o +3.517 +1.592 +3.063 +2.676 + 1.535 +1.296
Vehiculo- m 40.750 22.375 17.000 13.500 8.500 4.750
Nado-F o +1.840 +3.093 +4.,555 +4.480 +4.000 +2.698
NMDA- m 41.125 37.250 31.875 28.625 25.750 27.750
Sedentario o +6.371 + 6.907 +6.090 +7.557 +6.349 +6.878
NMDA- m 44 833 39.500 29.833 23.833 19.667 13.833
Nado-F o +4.460 +3.704 +2.765 +2.880 +4.752 +5.753
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Tabla 13. Comparacién entre grupos de la actividad vertical. Valores significativos en el dia 40

posnatal.

10 min Intacto-N-F vs. NMDA-N-F 0.0324
Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0058

15 min Veh-S vs. NMDA-S 0.0041
VVeh-S vs. NMDA-N-F 0.0465
Intacto-S vs. NMDA-S 0.002

20 min Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0063
Veh-S vs. NMDA-S 0.0102
Intacto-S vs. NMDA-S F (5,42) = 5677 0.0024

— Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0058
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0017
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0262
Intacto-S vs. NMDA-S < 0.0001

30 min Intacto-N-F vs. NMDA-S 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0001
Intacto-S vs. NMDA-S 0.0005
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DISCUSION

Los resultados obtenidos apoyan ampliamente la hipétesis en el sentido de que las
ratas con lesién excitotéxica en el CC en el dia 5 posnatal que a las cuales se indujo
al nado forzado lograron disminuir la actividad motora espontanea aumentada que
se observé en el grupo con la misma lesion y se mantuvieron en su caja habitacién y
sin ejercicio. El hecho de que el ejercicio tiene un efecto benéfico en la recuperacion
de lesiones en el sistema nervioso como se detall6 en la introduccion. Sin embargo,
el incremento en la actividad motora espontanea después de una lesiéon cerebral
requiere una discusion, asi como los posibles mecanismos de recuperacion
propuestos que se han observado en modelos experimentales en ratas después de

una lesién y su relacion en el desarrollo.

Mecanismos que pudieran explicar la hiperactividad a partir de una lesion

cerebral.

Es probable que la hiperactividad sea consecuencia de la misma lesion excitotdxica
como se ha observado en ratas con la lesién producida en el hipocampo ventral con
acido ibotéico desarrollando un incremento de la actividad motora espontédnea
(Lipska, Al-Amin, & Weinberger, 1998), efectos similares se han observado al
inyectar en la corteza medio frontal acido iboténico, el cual incrementa la actividad
dopaminérgica (Brake et al., 2000) debido a la alteracién del control inhibitorio, lo
gue ha permitido el uso de modelos de hipoxia en rata con 7 dias de edad para el

desarrollo de déficit de atencidén (Miguel et al., 2015).

Es posible que observamos un efecto similar a los estudios con modelos animales
donde se ve involucrado el sistema dopaminérgico, en ellos se han presentado
incrementos en su actividad en campo abierto, en estos modelos principalmente se
ha estudiado el papel de las neuronas de la sustancia nigra en el control de la
actividad motora y su interaccién con la corteza medio-frontal (Fan et al., 2005),
esta region se caracteriza por la expresion de receptores a acido-y—aminobutirico-
tipo b (GABADb) que se expresan en las terminales presinapticas de neuronas
excitatorias como en neuronas inhibitorias las cuales modulan y regulan la actividad

de neuronas dopaminérgicas (Balla et al., 2009).
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El modelo de lesion excitotoxica en el CC a la edad de P5, se basa en la lesion
directa en la sustancia blanca, que puede llegar a alterar el sistema inhibitorio, ya
gue tienen wuna interaccién directa con las proyecciones de neuronas
glutamatérgicas corticales, mielinizadas durante el desarrollo, en esta relacion se ha
demostrado que el sistema inhibitorio puede verse modificado debido a la alteracion
de la mielina de las proyecciones de neuronas glutamatérgicas (Takahashi, Sakurai,
Davis, & Buxbaum, 2011). De manera similar puede presentase en modelos con
hipoxia-isquemia por ligadura o por privacion de oxigeno, estos modelos animales
desarrollan anormalidades en la microestructura de la sustancia blanca, comisura
anterior, fornixhipocampal, disminucién en el volumen del hipocampo vy
principalmente una disminucion en el volumen del cuerpo calloso (Beauchamp et
al., 2008; Counsell et al., 2008) e incrementos en su actividad motora en campo
abierto (Lubics et al., 2005).

Las alteraciones de la mielina ponen en riesgo la integridad de los tractos axonales,
la disminucién de la mielina por la lesiéon en la sustancia blanca incrementa la
proteina B -amiloide en los tractos axonales del cuerpo calloso y de la capsula
interna (Flygt, Djupsjo, Lenne, & Marklund, 2013). Esto puede conllevar a la
disminucién de la comunicacion neuronal y de la transmisiéon de los estimulos
(Wang et al., 2008; Salmaso, Tomasi, & Vaccarino, 2014), alterando la capacidad
de respuesta de la transmisién eléctrica neuronal (Zhang et al., 2013), originando
cambios en el sistema de transporte retrogrado de vesiculas a causa de las
alteraciones en los microtubulos, lo que puede provocar la acumulacién de
organelos transportados por las dineinas (Edgar et al., 2004). Esto conlleva a la
disminucién de la inhibicién en las neuronas dopaminérgicas por la modificacién en
la estimulacion de neuronas inhibitorias, provocando un incremento de los niveles
de dopamina en las regiones del estriado y la corteza medio frontal (Brake et al.,
2000; Takahashi et al., 2011). Esta evidencia sugiere que el incremento de la
actividad motora espontanea observada también en otros modelos con afecciones
en el sistema inhibitorio y dopaminérgico esta relacionada con las alteraciones en el
desarrollo de los OL’s (Takahashi et al., 2011).
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La relacion de la sustancia blanca y la hiperactividad es mas evidente en el modelo
de arresto de la mielina por medio de la administracion de cuprizona en el alimento
durante 12 semanas en ratones adultos. Este modelo también presenta un
incremento de su actividad motora espontanea, debido a que la curpizona genera
pérdida de mielina en el CC, la corteza y en la zona subventricular, conllevando
afecciones en la locomocién y déficit en las tareas de memoria espacial (Zhang et
al., 2012). A esto se le agrega la presencia de un incremento en los niveles de
dopamina en el SNC (Xu et al., 2009). Por lo tanto es posible que el incremento de
la actividad motora espontanea del grupo “NMDA-sedentario” sea consecuencia no
solo de la perdida neuronal en el momento de la lesion excitotéxica en el CC, sino
también por la pérdida de sustancia blanca, afectando al resto de neuronas, puesto
que las perturbaciones en el desarrollo de los OL’s afectan la entrega oportuna de
los componentes presinapticos, como las enzimas y proteinas que controlan la

liberacién vesicular regulada por Ca*? de las neuronas excitatorias (Nave, 2010).

Mecanismos plasticos que pudieran explicar la disminucion de la

hiperactividad por el ejercicio.

Los resultados de los registros del campo abierto mostraron los efectos por la lesion
en el dia 5 posnatal con NMDA en el CC de la rata a la edad de P25, P30 y P40. Lo
primero que se pudo apreciar fue que el grupo al cual se le realizé una lesion y se
mantuvo durante su desarrollo en su caja habitacion (NMDA-Sedentario), presenté
a la edad de P25 valores mayores en la distancia total recorrida a lo largo de los 30
minutos en comparacién con los grupos controles. Este efecto no es tan evidente en
la actividad vertical donde solo present6é incremento de los 15 a los 25 minutos.
Incrementos similares en la actividad motora espontanea en campo abierto se han
observado en otros modelos de lesiones en ratas neonatas, como en el modelo de
hipoxia-isquemia (Delcour et al., 2012) o en la lesion de la corteza medio-frontal con
NMDA (Salazar, White, Lacroix, Feldon, & White, 2004). En las ratas, las lesiones
en estructuras cerebrales motoras no ocasionan la perdida de la funcionalidad, al
igual que en el humano se ha podido apreciar una recuperacion de sus funciones
motoras después una lesion como una decorticacion (Umeda, Takahashi, Isa, & Isa,
2010; Barth & Stanfield, 1990), Esto marca una diferencia en la que podemos
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encontrar en el modelo de lesion en rata neonata en comparacion con los humanos,

los cuales presentan de distinta forma las afecciones motoras (Back, 2014).

En la rata se han descrito una mayor plasticidad ante la presencia de lesiones,
como el desarrollo de proyecciones aberrantes en el nucleo rojo y en la bifurcacion
piramidal posterior a una decorticacion de manera unilateral a la edad de 5 dias
posnatal. Durante su desarrollo las ratas recuperaron su funcién motora gracias a
gue se formaron vias aberrantes en los tractos cortico-reticulo-espinal a partir del
hemisferio contralateral de la lesién y se logré tener control ipsilateral medular a
través de las vias de las interneuronas espinales, demostrando la capacidad de la
rata a la recuperacion motora ante una lesién (Umeda, Takahashi, Isa, & Isa, 2010).
Estos resultados pueden sugerir una alta plasticidad después de una lesiéon y
podrian explicar una compensacién en los grupos con lesién para no perder su

capacidad motora después de la lesion excitotdxica unilateral.

Las alteraciones mencionadas pueden llegar a repercutir en alteraciones cognitivas.
El proceso cognitivo de la habituacion se considera un aprendizaje no asociativo.
Los registros de todos los grupos a la edad de P25, P30 y P40 presentanron una
disminucién de su actividad ya que el registro de los 5 minutos fue mayor que el de
los 30 minutos tanto para la distancia total recorrida como para la actividad vertical.
Por lo que se puede considerar esta conducta como normal debido a que la
habituacion se presenta en todas las especies desde los protozoarias hasta los
mamiferos, al presentarse un estimulo constante y de manera repetida, disminuye

la respuesta ante el estimulo en el trascurso del tiempo (McGaugh, 1973).

En nuestro modelo animal de lesidén excitotdéxica se puede alterar el desarrollo de la
sustancia blanca en el cerebro de la rata, la pérdida o la interrupcion del desarrollo
de la mielina puede tener repercusiones en la integridad neuronal, ya que las ratas
neonatas se encuentran en la etapa de maduracién de los tractos axonales, en este
periodo se presenta una interaccion directa de los axones con los OL’s para el
establecimiento del grosor del calibre axonal, presentandose ante la ausencia de la
mielina la reduccion considerable del calibre axonal (Sanchez, Hassinger,
Paskevich, Shine, & Nixon, 1996). Asimismo es probable que la pérdida de las

fibras axonales ante un evento de lesién no solo sea consecuencia de la muerte
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neuronal por la excitotoxicidad, sino que puede ser consecuencia por la disminucién
de los OL's (Dammann, Hagberg, & Leviton, 2001), como se observd en los
modelos de hipoxia-isquemia por ligadura donde se presenta una degeneracion
axonal en el cuerpo calloso, capsula interna y en la sustancia blanca de la corteza
somatosensorial (Delcour et al., 2012) debido a que los OL’s son un elemento
fundamental para el metabolismo axonal (Fern, Matute, & Stys, 2014). Esta
degeneracion axonal se ha observado en bebés prematuros humanos con lesiones
quisticas de la sustancia blanca cortical y subcortical, en ellos se presentan
anormalidades que conducen a la eliminacion sustancial de axones y células gliales
conllevando a una pérdida de neuronas afectando en el desarrollo motor y cognitivo
(Back, 2014).

El ejercicio aerdbico no solo puede estar incrementando las proteinas involucradas
en las estructuras sinapticas en la corteza motora y el estriado (Garcia et al., 2012),
ademas de la regulacion del sistema glutamatérgico y dopaminérgico (Foley &
Fleshner, 2008; Petzinger et al., 2015). Una proliferacion de OL’s puede estar
siendo estimulada por la misma actividad neuronal, la cual es un elemento que
incrementa la proliferacién de los OL"s como sucede en el tracto del nervio 6ptico
donde se incrementa la proliferacion de pre-OL’s ante la activacion de la trasmision
del potencial de accion neuronal (Barres & Raff, 1993). Pudiera estar ocurriendo un
rescate de la mielina mediante la estimulacibn motora similar a lo observado en la
utilizacion de estimulacion fotonica directa en neuronas de la corteza M2 con
expresion de rodopsinas (receptores fotdnicos), la estimulacion neuronal produce
un incremento en la mielinizacion y en el grosor de la vainas de mielina de las fibras
de los tractos cortico-corticales y cortico-espinales derivado de la actividad neuronal
(Gibson et al., 2014). A lo anterior se apoyan el incremento de la conduccién del
potencial de accion por el aumenta de la mielinizacion a lo largo de los tractos, esto
mejora la integracion de la informacion de manera mas eficiente en las regiones
cerebrales mas relevantes, apoyando la idea de que la mielinizacion es un
mediador de la plasticidad cerebral que es dependiente de la estimulacién a una
determinada actividad (Takahashi et al., 2011).

Esto sugiere que la actividad neuronal estimulada durante el nado forzado en el
grupo “NMDA-Nado-Forzado” podria promover la mielinizacion de las neuronas que
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después del posible arresto y/6 perdida de células progenitoras de OL’s. Un efecto
similar pudiera explicar parte de nuestros resultados es lo observado en el efecto
reversible de la administracion de la cuprizona en el alimento, al retirar la cuprizona
y después de 4 semanas de recuperacion las ratas disminuyen los valores de la
actividad motora espontanea y presentan recuperacion de la mielina en el CC y la
corteza, debido a que no se ven afectadas las células progenitoras de OL’s y se
puede restablecer la mielina (Zhang et al., 2012).

De manera contraria otros protocolos donde se ha utilizado el nado forzado no han
observado resultados conductuales favorables, tal es el caso del modelo de
induccion de nado forzado en madres gestantes para prevenir las alteraciones
conductuales ocasionadas por un evento de hipoxia-isquemia en el dia 7 posnatal
de sus crias, tanto las ratas de madres sedentarias como las ejercitadas presentan
incremento en su actividad motora espontanea (Marcelino et al., 2016). Igualmente
no se ha observado resultados favorables en ratas machos adultas (220-250g) con
lesion excitotoxica en la corteza medio-frontal e inducidas 4 meses después al nado

forzado durante 15 minutos, en un solo ensayo (Jaskiw & Weinberger, 1992).

En nuestro grupo de “NMDA-Nado-Forzado”, la exposicion de las crias neonatas al
ejercicio a partir del dia 7 posnatal, 2 dias después de la lesién en el dia 5 posnatal
puede estar actuando benéficamente como se ha observado en ratas entre 10y 12
semanas posnatal, a las cuales se les produjo una lesion estriatal isquémica y 24
horas después se les permitio realizar ejercicio voluntario, ejerciendo un efecto de
atenuacion de la lesibn y se presenta una proliferacion celular en la zona
periventricular y en el giro dentado del hipocampo (Komitova, Zhao, Gido,
Johansson, & Eriksson, 2005).

La posible recuperacion puede ser observada a partir de la edad P30, debido a que
en esta edad el grupo “NMDA-Nado-Forzado” presentd los valores mayores con
diferencias estadisticamente significativos en comparacién con los grupos controles
en la distancia total recorrida y en la actividad vertical, efecto que se mantiene a la
edad de P40. En la (Tabla 1), podemos observar que a partir de la edad de P24 se
presenta en una rata sin lesion la completa asignacion y desarrollo de la mielina en

distintas estructuras cerebrales entre ellas el CC (Downes & Mullins, 2014),
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podemos considerar que ambos grupos lesionados no presentan una asignacion
completa de estas estructuras a la edad de P25 presentando ambos grupos valores
mayores con diferencias con los grupos controles. Sin embargo, a la edad de P30 el
grupo “NMDA-Nado-Forzado” deja de presentar diferencias estadisticas en
comparaciéon con los controles pudiendo presentarse un proceso de mielinizacién
de las estructuras cerebrales a una edad posterior que no se presenta en el grupo
“NMDA-Sedentario”.

Incluso el grupo “NMDA-Nado-Forzado” llega a ser diferente del grupo “NMDA-
Sedentario” lo cual esta marcado en las tablas 3, 5y 11 lo cual nos da la posibilidad
del efecto benéfico del nado forzado sobre la lesion, ya que los resultados
demuestran que el nado forzado del dia 7 al 30 disminuye la alteracion conductual
en la actividad motora espontanea que provoca la lesion con 4 ug de NMDA en el
CC a la edad de P5. Aun queda por esclarecer la gravedad de la lesion y las
regiones involucradas ya que la lesion excitotdxica que afecta tanto a la sustancia
blanca como a la sustancia gris por su relacién entre ambas en el funcionamiento
fisiolégico, el modelo de nado forzado después de una lesion excitotoxica en el
cuerpo calloso a la edad de P5 nos da la posibilidad de explorar en un modelo
animal los mecanismos y elementos celulares moleculares y conductuales que

estan involucrados en la recuperacién de una lesion perinatal.

CONCLUSION

En conclusion, en la rata, el nado forzado del dia 7 al 30 inducido después de
presentar una lesion excitotoxica en a la edad del dia 5 posnatal tiene la capacidad
de disminuir los cambios de la actividad motora espontanea que se presentan por la
lesion, como lo es la presencia de valores mayores en la distancia total recorrida, la
actividad vertical a la edad de P25 y a partir de la edad de P30 presenta una
actividad motora espontanea normal. Aun queda por esclarecer a profundidad los
efectos del nado forzado en el aprendizaje y la memoria, las interacciones celulares
y moleculares como lo es el desarrollo de OL’s y su interaccion con neuronas,

atrocitos y microglia de la rata neonata con una lesién perinatal.
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