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RESUMEN

Los mecanismos de recuperacion funcional después del dafio cerebral motor estan
poco entendidos. Se ha discutido que tanto las lesiones cerebrales agudas como las
cronicas involucran diferentes patrones de reorganizacion. En este trabajo se
caracterizaron los efectos de una lesion aguda (ablacion cortical) y una lesion cronica
inducida con cloruro ferroso (FeCl2) sobre la conducta motora y en el contenido total de
noradrenalina (NA) a nivel pontino y cerebelar, ya que este neurotransmisor ha sido
involucrado en la recuperacion funcional.

Se utilizaron 71 ratas macho Wistar (280-320 g) distribuidas en seis grupos: Sham A
(SA), Sham B (SB) lesionadas por ablacion cortical (AC), recuperadas después de la
ablacién cortical (RAC), lesionadas por inyeccion intraparenquimal de FeCI2 dentro de
la corteza motora (Fe) y recuperadas después de la lesion por Fe (RFe). Después de un
registro basal de la marcha, las ratas AC (N = 6) y RAC (n = 12) fueron lesionadas por
ablacion de la corteza motora (MCx), mientras que al grupo SA (n = 11) se le dejo
intacta. Posteriormente la marcha se registré6 cada 6 h durante 48 h. También se
realizaron evaluaciones sensorio-motoras adicionales para estudiar las secuelas
tempranas. A los animales restantes se les fijo una canula guia dirigida a la MCx y al
grupo SB (n = 16) se le inyecto liquido cefalorraquideo artificial (LCFR, 5uL), mientras
que los grupos Fe (n = 10) y RFe (n = 16) recibieron LCFR conteniendo FeCI2 (50mM).
Se registré la marcha cada 24 h durante 20 dias y adicionalmente se realizaron
evaluaciones conductuales paralelas mediante el paradigma de la viga de equilibrio
para evaluar las secuelas tardias. El contenido de NA se extrajo tanto de los
hemisferios cerebelares como de ambos lados del puente y se midié por cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC). Las comparaciones conductuales se analizaron
mediante la prueba U de Mann-Withney (p = 0.05) y las de NA mediante un ANOVA
simple (p=0.05).

Los resultados mostraron que la recuperacion fue mas rapida en los animales con
lesiobn aguda que en las ratas con lesion crénica. También se observé incremento de
NA pontina en los animales del grupo AC y un decremento de este neurotransmisor en

el grupo Fe encontrandose niveles normales de NA en las ratas recuperadas del dafio.



La NA cerebelar no se alter6 en el grupo AC mientras que en los animales Fe
disminuyd. El grupo de animales RFe mostré niveles de NA similares al los del SB.

Estos resultados demuestran que los mecanismos noradrenérgicos involucrados en la
recuperacion después del dafio cerebral dependen del tipo de lesion, sugiriendo la
necesidad de considerar la naturaleza del dafio cuando se implementa el tratamiento de

las secuelas en seres humanos.



CAPITULO I. PLASTICIDAD CEREBRAL
Durante mucho tiempo se creyd que la organizacion funcional cerebral es estética, a

pesar de los estudios y descripciones realizados a partir de pacientes rehabilitados
después de sufrir alguna lesion cerebral (Payne y Lomber, 2001). Sin embargo, al
seguir estudiando las areas corticales y subcorticales en momentos criticos de la
recuperacion después del dafio cerebral, se ha reconsiderado la postura anterior. Se
han llevado a cabo muchas investigaciones, inicialmente en animales y después en
humanos mediante estudios de neuroimagen no invasivos, para estudiar este
mecanismo subyacente de compensacion. Fue asi como nacidé el concepto de
plasticidad cerebral.

Duffau (2005) define a la plasticidad cerebral como un proceso continuo de
remodelacion a corto, mediano y largo plazo de los mapas sinapticos del cerebro, para
optimizar el funcionamiento de la red neuronal.

La plasticidad cerebral tiene un papel importante durante la filogénesis, la ontogénesis
con la elaboracién de nuevos circuitos que inducen el aprendizaje y mantiene las redes
neuronales en adultos mayores (Hedden y Gabrieli, 2004), todos son procesos plasticos
a los que en conjunto se les define como Plasticidad Natural (Hertz-Pannier, 1999).
También existen procesos plasticos después del dafio en el sistema nervioso central o
periférico con la reorganizacién funcional subyacente, parcial o total, que se conoce

como plasticidad post- lesion (Xerri, 1998).

BASES NEUROPSICOLOGICAS DE LA PLASTICIDAD CEREBRAL

1.1 LESIONES PERIFERICAS
El mapa somatosensorial es reorganizado cuando existe una lesion a nivel periférico. El

area cortical que corresponde al receptor cutdneo lesionado se vuelve sensible a los
estimulos de areas cutaneas adyacentes. Esta reorganizacion puede ser reversible,
estable por algunas horas o incluso verse fortalecida por remodelaciones adicionales

durante los siguientes meses (Xerri, 1998; Merzenich y Jenkins 1993). Este fendmeno



ha sido observado en la corteza motora primaria después de la lesion de nervios

periféricos (Buonomano y Merzenich, 1998; Sanes y Donoghue, 2000).

1.2 LESIONES CENTRALES
Después de lesiones corticales en el area primaria somatosensorial, se ha demostrado

una redistribucion del mapa somatotépico tanto en las areas préximas a la lesion como
en regiones remotas (Jenkins y Merzenich, 1987). Se ha reportado lo mismo para las
funciones motoras (Nudo y cols., 1996a, 1996b). Otros estudios han mostrado que la
adquisicion de habilidades puede modular la representacién de los mapas motores y la
ampliacion de la representacion cortical depende del aprendizaje en especifico (Kossut
y Siucinska, 1998). Entrenamiento tal como la rehabilitacion, puede formar parte de la
reorganizacion de la corteza adyacente y jugar un papel importante en la recuperacion
motora (Nudo y cols., 1996b).

MECANISMOS PSICOPATOLOGICOS SUBYACENTES A LA PLASTICIDAD
CEREBRAL

2.1 NIVEL MICROSCOPICO
La plasticidad natural se observa en diferentes etapas: durante la cito e histogénesis

colabora en la elaboracion y proliferacion de ramas dendriticas y axonales; aparece
también en la formaciéon de sinapsis, diferenciacién celular y organizaciéon de los
circuitos neuronales. Esta remodelacion incrementa la especificidad de cada circuito y
el potencial plastico de cada sistema (Holmes y McCabe, 2001).

La sinapsis no debe considerarse una conexién estatica sino dindmica con propiedades
plasticas (Byrne, 1997) que dirige a un replanteamiento del mapa funcional a nivel
macroscopico (Buonomano y Merzenich, 1998; Foeller y Feldman, 2004). Dicha
plasticidad esta involucrada en la formacion de la memoria y el almacenamiento de
informacion (Martin y cols., 2000). Tal proceso permite un control dindmico del flujo de

informacion dentro de las redes neuronales y explica los siguientes fenémenos:



Potenciacion a largo plazo; que es un incremento en la potencia de la sinapsis inducido
por estimulacion simultanea de dos o mas neuronas, mediante estimulos breves de alta
frecuencia, este mecanismo se ha demostrado en el hipocampo (Aroniadou y Keller,
1995).

Depresion a largo plazo; es decir, el proceso contrario al descrito anteriormente, juega
un papel esencial en el aprendizaje y la memoria (Braunewell y Manahan-Vaughan,
2001).

Algunas sinapsis se pueden autoregular, a este fendbmeno se le ha llamado
metaplasticidad (Fischer y cols., 1997) y los cambios de actividad de neuronas aisladas
se deben a esta fendbmeno (Gandolfo y cols., 2000), del mismo modo que la deficiencia
en la funcién sinptica y las relaciones temporales entre conjuntos de neuronas en
rangos de oscilacién especificos (Laubach y cols., 2000). Una combinacion de estos
mecanismos pueden llevar a la modulacion de la conducta a través de una
reorganizacion tanto de redes elocuentes como de la elaboracidén de nuevas redes.
Debido a la conexion dindmica de los mapas funcionales, la estabilizacion de
representaciones corticales se mantiene mediante una red de interneuronas
GABAérgicas inhibidoras (Jacobs y Donoghue, 1991). Normalmente estas
interneuronas bloquean conexiones horizontales, particularmente entre células
piramidales. Sin embargo, si se elimina esta inhibicion, estas conexiones intracorticales
se vuelven funcionales (Rioult-Pedotti y cols., 1998), por lo tanto, este despertar de
conexiones latentes (Malenka y Nicoll, 1997) representa un mecanismo importante de la
plasticidad a corto plazo (Blitz y cols., 2004). Este proceso se facilita por las redes
talamo-corticales (Ridding y cols., 2000) y por mecanismos capaces de cambiar
rapidamente el nivel de estimulacion de las neuronas y de la transmisién sinaptica.

La glia juega un papel importante en la modulacién de la actividad neuronal (Horner y
Palmer, 2003). Debido a su ubicacion anatomica entre la sinapsis y los vasos, los
astrocitos representan una interface esencial en la unién neurovascular a través de la
regulacion del mecanismo de energia (Bonvento y cols., 2002). Al liberar
neurotransmisores y otras moléculas de sefales extra celulares, la glia puede afectar
los estimulos neuronales, la transmision sinaptica y coordinar la actividad a través de

las redes de neuronas (Fields y Stevens-Graham, 2002).
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También pueden comunicarse con otras células gliales a través de oleadas
intracelulares de calcio (Rouach y cols., 2000) y via difusion intracelular de mensajeros
quimicos, constituyendo su propia red glial capaz de mantener intercambio de
informacion con circuitos neurosinapticos (Haydon, 2001). La glia tiene un papel
fundamental durante el desarrollo de la plasticidad, ya que coordina la migracion
neuronal de la zona subventricular hacia la corteza (Hatten, 2002) y esta involucrada en
el control del numero de sinapsis (Ullian y cols., 2001). Los astrocitos muestran un alto
grado de plasticidad en su fenotipo ya que su morfologia cambia durante la migracion
neuronal, maduracion y degeneracion, lo que sugiere que los astrocitos deben ajustarse
constantemente para afrontar los cambios en el ambiente celular (Shao y McCarthy,
1994). Se han demostrado modificaciones en el tamafio de la glia, en ocasiones en
cuestion de horas, tanto en su fisiologia (Langle y cols., 2002) como tras una lesion
(Trachtenberg y cols., 2002).

La plasticidad dependiente de la experiencia se acompafia por un incremento en los
grados de sindpsis, sugiriendo que la experiencia lleva a la formacion o eliminacion de
sinapsis y que estos cambios pueden estar ligados a cambios importantes en los
circuitos neuronales (Trachtenberg y cols., 2002). La plasticidad sinaptica-morfolégica
también puede inducirse por dafio cerebral (lvanco y Greenough , 2000), pues los
axones pueden presentar regeneracion espontdnea y alargamientos (Selzer, 2003). Sin
embargo, en una lesion las moléculas en el ambiente extracelular o aquellas asociadas

con la mielina pueden inhibir dicho crecimiento axonal (GrandPre y cols., 2000).

2.2 NEUROGENESIS

La neurogénesis dentro del bulbo olfatorio, el giro dentado (Gould y Gross, 2002) y la
neocorteza en adultos primates no humanos resulta en la generacion de nuevas
neuronas. Este fenomeno también ha sido demostrado en el cerebro adulto del humano
(Steindler y Pincus, 2002; Sanai y cols., 2004). Se ha demostrado in vitro la
neurogénesis de células progenitoras multipotenciales aisladas de la neocorteza
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temporal epiléptica (Pincus y cols., 1997), hipocampo (Roy y cols., 2000) y materia
subcortical blanca (Nunes y cols., 2003). Estas nuevas neuronas pueden jugar un
papel importante en el aprendizaje y la memoria a través de la modulacion de circuitos
neurosinapticos, la elaboracion de nuevas conexiones entre ellas y el desarrollo de
nuevas redes (Gross, 2000). También pueden estar involucradas en la plasticidad Post-
lesion. Existen reportes de que en ratones adultos pudieron generarse precursores
neuronales in situ, para diferenciarlos de las neuronas maduras dentro de &reas
neocorticales que normalmente no tienen neurogénesis (Magavi y cols., 2000).

La influencia de las neurotrofinas, la expresion genética (Johansson y cols., 1999), el
ambiente social (Johansson, 2003), el estrés y el ejercicio (Cotman y Berchtold, 2002)
en la plasticidad neuronal y conductual también han sido estudiadas con posibles

interacciones entre estos factores.

NIVEL MACROSCOPICO

3.1 DIASQUISIS

Los cambios funcionales (electrofisiologicos, metabdlicos y hemodinamicos) en
estructuras remotas del sitio del dafo cerebral focal se han asociado como subyacentes
a los cambios cerebrales después del dafio (Von Monakow, 1914; Feeney y Baron,
1986; Nguyen y Botez, 1998). Su resolucion secundaria puede formar parte de la

recuperacion funcional espontanea (Seitz y cols., 1999).

3.2 MECANISMO DE ACCION DE MASAS

En lesiones amplias la redistribucion dentro del area dafiada puede ser insuficiente para
recuperar la funcionalidad. Debido a esto intervienen primero areas perilesionales;
después, si aun es insuficiente, estructuras remotas ipsihemisféricas (Weiller, 1998;

Rijnties y Weiller, 2002). Por ultimo, dada la supresion de la inhibicion transcallosal,
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también pueden intervenir estructuras funcionales homologas del hemisferio

contralateral.

3.3 PLASTICIDAD MODAL CRUZADA
Cuando la lesion involucra muchos epicentros dentro de una red neuronal es posible el

reclutamiento de estructuras que inicialmente no pertenecian a este circuito, este
fendmeno es llamado plasticidad cruzada (Kujala y cols., 2000; Shimojo y Shams, 2001,
Hubel y Wiesel, 1965; Bavelier y Neville, 2002). Por ejemplo, los pacientes con pérdida
visual congénita desarrollan mejores habilidades auditivas que las personas con vision
normal, debido al reclutamiento adicional de areas ubicadas en la corteza visual,
mientras que los pacientes con sordera congénita muestran un reclutamiento de areas

de la corteza auditiva durante la estimulacion visual

PLASTICIDAD NATURAL EN HUMANOS
Estudios recientes en pacientes sanos han demostrado la existencia de

representaciones multiples de movimientos dentro de la corteza sensoriomotora
primaria (Sanes y cols., 1995) con un traslape y organizacion jerarquica de las
diferentes redundancias funcionales (Hlustik y cols., 2001).

Esto concuerda con los estudios de neuroimagen funcional realizados durante el
aprendizaje de habilidades nuevas (Bischoff-Grethe y cols., 2004; Jenkins y cols., 1994;
Pascual-Leone y cols., 1994). Se observé la extensién del area de activacion, que
indica el reclutamiento de sitios adyacentes para facilitar la adquisicion de nuevas
secuencias motrices. Este fendmeno puede ser transitorio o durable (Karni y cols.,
1998), particularmente en musicos (Krings y cols., 2000; Munte y cols., 2002). Estas
observaciones apoyan el hecho de que el area sensoriomotriz primaria va mas alla del
control de movimientos, es decir que estd involucrada en funciones cognitivas:
aprendizaje de habilidades motrices (Hlustik y cols., 2000), imagenes mentales (Ganis y
cols., 2000) y calculo (Pesenti y cols., 2000).

La organizacibn temporal de este mosaico es esencial. Numerosos estudios

electrofisiolégicos muestran cambios tanto en la actividad de neuronas aisladas como
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en la corteza sensoriomotriz tras el aprendizaje de nuevas habilidades (Gandolfo y
cols., 2000; Wise y cols., 1998; Hari y cols., 1997; Salenius y Hari, 2003). Estas
oscilaciones pueden reflejar la actividad cortical sincronizada de muchas neuronas y
permiten la modificacion rapida de un conjunto de neuronas involucradas en la
ejecucion de un movimiento a través de la modulacion de las relaciones entre su actuar
conjunto (Laubach y cols., 2000; Salenius y Hari, 2003).

La plasticidad también implica cambios en la actividad de las estructuras no primarias
de la red sensoriomotriz tales como el area motriz suplementaria y la corteza lateral
premotora (Picard y Strick, 2001), cingulum (Paus, 2001), la insula, la corteza parietal
posterior (Prablanc y cols., 2003), el cerebelo (Molinari y cols., 1997), el nucleo
profundo gris y el tdlamo (Desmurget y cols., 2003).

De igual manera, implica cambios en la conectividad efectiva dentro de toda la red
funcional (Buchel y cols., 1999), tal y como se ha demostrado al medir la coherencia de
la actividad entre las distintas areas involucradas en las funciones sensoriomotrices
(Andres y Gerloff, 1999).

PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS BASADAS EN LA PLASTICIDAD CEREBRAL

Actualmente la rehabilitacion es considerada como un reentrenamiento basado en la
repeticion de tareas para facilitar el fendmeno de la plasticidad llevando el
reforzamiento positivo de una tarea mientras se inhiben otras (Robertson y Murre,
1999). Se han observado mejoras en pacientes tratados en terapia tanto motriz como
de lenguaje.

Al estudiar los efectos de ciertos farmacos que influyen en los mecanismos de
potenciacion a largo plazo en pacientes con dafio cerebral, se ha encontrado que la
plasticidad cortical puede modularse por medio de estos farmacos (Schwenkreis y cols.,
1999; Butefisch y cols., 2000). La combinacién de rehabilitacion y farmacos ha sido
sugerida para mejorar la recuperaciéon (Bragoni y cols., 2000; Walker-Batson y cols.,
1995) pero son muy pocos los pacientes quienes se han beneficiado de estos

medicamentos, por lo cual deben evaluarse mejor estas indicaciones.
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La estimulacion magnética transcraneal es otra forma de modular las representaciones
corticales funcionales (Kobayashi y Pascual-Leone, 2003). Puede facilitar el aprendizaje
y potenciar los efectos de la rehabilitacion motora (Rossi y Rossini , 2004), la
identificacion de imagenes (Mottaghy y cols., 1999), el aprendizaje y la memoria
(Grafman y Wassermann, 1999), el razonamiento analdgico (Boroojerdi y cols., 2001) y
la toma de decisiones (Evers y cols., 2001).

La cirugia induce mecanismos compensatorios que reclutan redes latentes, y esta
reorganizacion funcional podria tomarse en cuenta en el tratamiento subsecuente
(Duffau y cols., 2002).

Es importante continuar la investigacion acerca de los mecanismos de plasticidad
involucrados que permitan el desarrollo de estrategias de rehabilitacion y
farmacoldgicas en pacientes con dafio cerebral, o bien para mejorar el impacto de la

terapia fisica, ocupacional o logopédica.
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CAPITULO II. RECUPERACION FUNCIONAL DESPUES DEL DANO CORTICAL.

1.1 PRIMERAS DEMOSTRACIONES ACERCA DE LA PLASTICIDAD CEREBRAL
DESPUES DEL DANO.

Los primeros estudios en encontrar evidencia de que las regiones adyacentes de la
corteza se reorganizan en su funcionalidad después del dafio cerebral fueron realizados
por Gless y Cole (1950), en sus experimentos con macacos a los que se dafio
focalmente la corteza motora primaria, particularmente la representacion del
movimiento de los pulgares. Los resultados mostraron que la representacion dafada
reaparecié en el territorio cortical adyacente. Estudios similares fueron realizados por
Jenkins y colaboradores (1987) con resultados muy parecidos. En la década de 1990
Nudo y colaboradores (1996a, 1996b) descubrieron que tras lesiones pequefias hechas
en una porcidbn de la corteza motora en monos ardilla, estos se recuperaban
espontaneamente sin recibir estimulacion. Estos resultados, en adicién a otros han
llevado a la conclusion de que la experiencia conductual es un potente modulador de

plasticidad cortical después del dafio.

1.2 NUEVOS PUNTOS DE VISTA EN CUANTO A LOS MECANISMOS CELULARES
Y MOLECULARES SUBYACENTES A LA REORGANIZACION SOMATOTOPICA.
Se sabe que el dafio cortical tiene como consecuencia cambios especificos
neurofisiolégicos y neuroanatomicos, tanto en los tejidos adyacentes como remotos.
Alteraciones estructurales ocurren en la corteza de mamiferos adultos como
consecuencia de la experiencia (Diamond y cols., 1972). Entre tres y catorce dias
después del dafio cortical, se ha demostrado en ratas un incremento en la
inmunoreactividad de la proteina GAP- 43, lo que sugiere una consecuencia neuronal
en la region periférica a la lesion (Stroemer y cols., 1995; Ng y cols., 1988). Entre 14 y
60 dias después del dafio cortical se eleva significativamente la sinaptogénesis
(Stroemer y cols., 1995).
Datos recientes en roedores han demostrado que las neuronas alrededor de la lesion

(aquellas en el tejido cortical adyacente al dafo) responden con la expresion de un
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conjunto especifico y altamente coordinado de genes (Carmichael, 2006). Carmichael y
colaboradores (2005) encontraron que tras el dafio se inducen muchos conjuntos de
expresiones de genes del crecimiento a lo largo del periodo de brotes axonales. Existe
un incremento en las proteinas que promueven el crecimiento y un decremento de
aguellas que lo inhiben en la region adyacente al dafio. Tales programas de crecimiento
se activan poco después de generado el dafio y pueden ser los responsables de los
procesos de autoreparacion del cerebro. Algunos estudios sugieren que tales
programas se activan aun en cerebros seniles demostrando un perfil temporal Gnico (Li
y Carmichael, 2006).

Se ha mostrado que en humanos después de infarto cerebral, la corteza periférica al
dafio tiene un papel importante en la recuperacién neurolégica (Jaillard y cols., 2005;
Teasell y cols., 2005; Cramer y cols., 2006). En pacientes con dafo cerebral mayor y
con resultados pobres en recuperacion conductual parece haber un cambio en la
actividad del hemisferio no dafiado (Cramer y Crafton, 2006). Después de algunas
semanas de rehabilitacion, las representaciones motrices en el hemisferio dafiado se
agrandan en relacion al mapa inicial post-dafio (Carey y cols., 2002; Traversa y cols.,
1997). También en la terapia de movimiento inducido se ha producido un crecimiento
significativo de la representacion del miembro paralizado en el hemisferio dafiado
(Liepert y cols., 1998).

1.3 EVENTOS DE PLASTICIDAD REMOTA INDUCIDA POR EL DANO CORTICAL.

Las lesiones en la corteza motora hacen mas que inhibir las redes de comunicacién a
través de las vias cortico-fugales, teniendo el potencial de desconectar a la corteza
motriz del sistema somatosensorial.

Incluso cuando la corteza motriz queda intacta después de la oclusion de la arteria
cerebral media, los mapas motrices se interrumpen, como ya se demostré en ratas
(Gharbawie y cols., 2005). La excitacion de areas remotas a la zona dafada es alterada
por periodos significativos de tiempo después de la lesion. El incremento en la actividad

de receptores NMDA y el decremento de los receptores GABAa se ha observado tanto
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en el hemisferio ipsilateral como en el contralateral. (Redecker y cols., 2000). La
reorganizacion de los mapas motrices también ocurre en las areas motrices lejanas

pero interconectadas con el territorio dafado (Frost y cols., 2003).

Estudios cuantitativos de campos terminales en fibras intracorticales de la corteza
premotora ventral demostraron pocos cambios, excepto en un area cortical. Cada
animal que ha sufrido dafio en la corteza motora mostrO un grupo constante de
terminales dentro de la corteza primaria somatosensorial que corresponde a la mano.
Por lo tanto representa una nueva conexion intracortical entre la corteza frontal y
parietal inducida por la lesion (Nudo, 2006).

Es sabido que tras lesiones corticales en ratas, las fibras cortico-estriatales que
principalmente conectan varias areas motrices con el estrato ipsilateral, brotan de la
corteza intacta opuesta a la lesion y terminan en el estrato contralateral (Napieralski y
cols., 1996). Bajo ciertas condiciones la corteza intacta puede enviar nuevas
proyecciones a porciones denervadas del nucleo rojo y la médula espinal (Chen y cols.,
2002).

El dafio unilateral en la corteza motora en ratas resulta en cambios bien definidos en
zonas analogas de la corteza contralateral, siguiendo una secuencia temporal (Jones y
Schallert, 1994). La arborizacién dendritica ocurre después de dos semanas
aproximadamente, seguida por un incremento de la sinaptogénesis en la capa V un
mes después de la lesidbn. Se cree que estos cambios estan asociados a una
compensacion conductual del miembro menos afectado (Luke y cols., 2004; Bury y
Jones, 2004). Sin embargo, pacientes humanos con dafo unilateral muestran un
control motor alterado en el miembro ipsilateral a la lesién, es decir, el miembro no
dafado (Hermsdorfer y cols., 1999; Yarosh y cols., 2004; Quaney y cols., 2005).
Entonces, no es claro si las alteraciones ipsilaterales a la lesién son el resultado de
alteraciones en las conexiones del cuerpo calloso o bien de vias ubicadas a otro nivel

del neuroeje.
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1.4 PRINCIPIO DE ACCION DE MASAS

Frost y colaboradores (2003) demostraron recientemente que la representacion del
miembro anterior ubicada en la corteza premotora ventral, se expande linealmente con
respecto al tamafio del dafio en la corteza motora. Una interpretaciéon clasica sugeriria
que después de lesiones corticales pequefias el tejido sobreviviente podria ayudar a la
recuperacion de funciones. Tras lesiones mayores la reorganizacién del tejido
adyacente puede no ser suficiente. Al destruirse mas la corteza motora podria no haber
suficientes representaciones distales para permitir la recuperacion a través de este
proceso (Biernaskie y cols., 2005; Shanina y cols., 2006; Hsu y Jones, 2006). Entonces,
para poder llevar a una recuperacion funcional, regiones cada vez mas distales podrian
ser reclutadas, aun aquellas zonas analogas intactas que se encuentran en el

hemisferio contralateral.

1.5 PLASTICIDAD Y RECUPERACION FUNCIONAL DESPUES DEL DANO

La serie de eventos que se dan en las areas periféricas y remotas a una lesion sugieren
que los mecanismos de neuroplasticidad tienen una linea de tiempo clara aunque sus
efectos pueden disminuir eventualmente. Estudios recientes en modelos animales han
empezado a confirmar que la terapia conductual después del dafio focal es mas
efectiva cuando se lleva a acabo dentro de la primer semana después del dafio, para
recuperar el desempefio conductual, reorganizar los mapas neurofisiolégicos en la
periferia del dafio y mejorar los cambios neuroanatomicos en el hemisferio contralateral
(Biernaskie y cols., 2004; Hsu y Jones, 2005; Barbay y cols., 2006; Kozlowski y cols.,
1996; Humm y cols., 1999; Neumann-Haefelin y Witte, 2000).

1.6 DIASQUISIS

La diasquisis cruzada del cerebro se refiere a una hipoperfusion e hipometabolismo

cerebelar producida por una lesidon cerebral focal grave y remota, la cual se conecta
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anatOmicamente a través de la materia blanca. Este fendmeno se resuelve
comunmente con el tiempo y esta generalmente asociado a un infarto cerebral,
epilepsia, infeccion y tumor (Baron y cols., 1980; Patronas y cols., 1984; Thajeb y cols.,
1999; Thajeb y cols., 2001; Mewasingh y cols., 2002).

Se cree que el mecanismo subyacente implica una interrupcion de la ruta cortico-ponto-
cerebelosa que causa una deaferentacion y una depresiéon metabdlica transneural del
hemisferio contralateral del cerebelo (Feeney y Baron, 1986; Meyer y cols., 1993; Gold
y Lauritzen, 2002).
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CAPITULO Ill. FARMACOLOGIA DE LA RECUPERACION FUNCIONAL
1. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS EN ANIMALES.

En estudios realizados en la rata, se ha demostrado que la administraciébn de § -
anfetamina retarda los déficits funcionales producidos por diversos tipos de lesiones
focales. Feeney y cols. (1982) encontraron que la recuperacion funcional se acelero
después de la administracién de una sola dosis de 6 -anfetamina, aplicada 24 horas
después de la ablacion unilateral de la corteza somatosensorial, mientras que otros
autores han reportado que esta droga acelera la recuperacion de la funcion sensitiva
perdida a consecuencia del infarto cortical (Hurwitz y cols., 1989), mejora la funcion
motora previamente alterada por la oclusion de la arteria cerebral media (Stroemer y
cols., 1994) y facilita la recuperacion motora después del dafio focal traumético en el
cerebro (Prasad y cols., 1995). Aunque estos resultados sugieren que el efecto de la 0 -
anfetamina consiste en acelerar el proceso de recuperacion en la rata, en otras
especies se ha observado que la administracion de esta droga reanuda las funciones
que de otra manera permanecerian totalmente perdidas. Un ejemplo lo constituye la
observacion de que la ¢ -anfetamina promueve la recuperaciéon motora en gatos con
ablaciéon tanto unilateral como bilateral de la corteza frontal (Hovda y Feeney, 1984;
Sutton y cols., 1989) y restituye la visibn estereoscoOpica en gatos con lesiones
bilaterales de la corteza visual (Feeney y Hovda, 1985; Hovda y cols., 1989). Existen
mas trabajos que se han enfocado a evaluar el efecto de la ¢ -anfetamina sobre la
recuperacion funcional (Goldstein y cols., 1990; Dietrich y cols. 1990).

Se sabe que la administracion sistémica de 6 -anfetamina produce la elevacion de la
presion sanguinea, bradicardia, vigilia conductual e hipermotilidad (Innes y Nickerson,
1985), mientras que la dextroanfetamina induce cambios en el flujo sanguineo regional
del cerebro (Mathew y Wilson, 1985). La accion central de las anfetaminas es mediada
por la neuronas serotonérgicas, dopaminérgicas y noradrenérgicas (Fuxe y Ungerstedt,
1970), a pesar de lo cual se cree que la recuperacion se debe a los efectos especificos
de estas drogas sobre la noradrenalina (NA) cerebral. Esta hipétesis se sustenta en la
observacion de que el pretratamiento con N-(2-Cloroetil)-H-etil-2-bromobencilamina

(DSP-4), una neurotoxina que elimina la NA cerebral, retarda significativamente la
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recuperacion después del dafio en la corteza motora (Boyeson y cols., 1992a). También
se ha encontrado que la infusién intraventricular de NA en animales lesionados y la
administracion de anfetaminas producen el mismo efecto sobre la recuperacion
funcional (Boyeson y Feeney, 1990). Una observacion significativa es que la lesion
bilateral del locus ceruleus, el nlcleo que se constituye como la principal fuente de NA
cerebral, dificulta la recuperaciéon funcional después del dafio en la corteza
somatosensorial (Boyeson y cols., 1992b; Goldstein, 1997a).

Admitiendo que las anfetaminas actian a través del sistema noradrenérgico, se
esperaria que las drogas que producen tanto la liberacion como la disminucion del
metabolismo de NA tendrian un efecto favorecedor de la recuperacion. Tal es el caso
de la yohimbina y el idaxozan, dos antagonistas de los receptores adrenérgicos alfa,,
que incrementan la liberacion de NA y que en una sola dosis favorecen la recuperacion
motriz después del dafio unilateral en la corteza sensoriomotora de la rata (Goldstein y
cols., 1989; Sutton y Feeney, 1992). Se ha reportado que otras drogas semejantes a las
anfetaminas, como la fentermina (Hovda y cols., 1983), la fenilpropanolamina (Feeney y
Sutton, 1987) y el metilfenidato (Kline y cols., 1994), también aceleran la recuperacion
motriz después del dafio cerebral focal.

Por el contrario, se esperaria que las drogas que disminuyen, incrementan el
metabolismo o bloquean los efectos postsinapticos de la NA podrian retardar o anular el
proceso de recuperacion.

Efectivamente, se ha encontrado que la administracion de clonidina, un agonista del
receptor adrenérgico alfa,, dificulta la recuperacion de manera dosis-dependiente
(Goldstein y Davis, 1990a), mientras que los animales ya recuperados presentan
nuevamente los déficits neuroldgicos (Sutton y Feeney, 1992; Stephens y cols., 1986).
La administracion de dos antagonistas del receptor adrenérgico alfa;, la prazosina
(Feeney y Westenberg, 1990; Sutton y Feeney, 1992) y la fenoxibenzamina (Feeney y
Westenberg, 1990) mostr6 que también dificulta el desarrollo de la recuperacion
funcional. Sin embargo, la administracién de propanolol, un antagonista no selectivo del
receptor adrenérgico Beta, no mostré ningun efecto (Feeney y Westenberg, 1990).

Por otro lado, el haloperidol, un antagonista tanto de los receptores dopaminérgicos

como de los noradrenérgicos (Davis y cols., 1978; Cohen y Lipinski, 1986), bloguea
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tanto la recuperacion inducida por la administracion de anfetaminas en la rata (Feeney y
cols., 1982), como la restauraciéon de la visidén estereoscoépica en gatos con lesiones en
la corteza visual (Feeney y Sutton, 1987).

Ademas del haloperidol, otras butirofenonas como la fluanisona y el droperidol, también
restablecen los déficits en ratas que han recuperado la funcién motriz después del dafio
cortical (Van Hasselt, 1973).

Puesto que el haloperidol actia a nivel de los sistemas dopaminérgico y
noradrenérgico, se supondria que la actividad de la dopamina (DA) también estaria
involucrada en la recuperacion funcional. Sin embargo, se ha reportado que la
administracion intraventricular de DA no tiene efectos significativos sobre la
recuperacion de la hemiplejia después del dafio en la corteza sensorimotora en la rata
(Boyeson y Feeney, 1990), lo que sugiere que el efecto del haloperidol sobre la
recuperacion estd mediado por la accion noradrenérgica de esta droga y no por la
accion de los mecanismos dopaminérgicos. Por otro lado, se sabe que los
antidepresivos afectan la recaptura y el metabolismo de wuna variedad de
neurotransmisores cerebrales, incluyendo a la NA. La experimentacion con estas
drogas ha mostrado efectos contrastantes. Se ha reportado que la dosis Unica de
trazodona retrasa la recuperacion motora en ratas con dafo cortical y reintegra la
hemiparesia en ratas ya recuperadas (Boyeson y Harmon, 1993), mientras que una sola
dosis de desimipramina facilita la recuperacion motora (Boyeson y Harmon, 1993).
Otras drogas tales como la fluoxentina y la amitriptilina no han mostrado efectos sobre
la recuperacién después del dafio cerebral focal (Boyeson y cols., 1994). Esta variedad
de efectos podria deberse a la capacidad que posee cada uno de los farmacos
empleados para modificar uno o mas sistemas de neurotransmisores.

Aunque hasta ahora nos hemos centrado en los efectos mediados por la NA, no se
descarta la participacion de otros neurotransmisores en el proceso de recuperacion
funcional después del dafio cerebral. Por ejemplo, se sabe que la infusion intracortical
de acido gama-amino-butirico (GABA) retarda la recuperacion de las secuelas
producidas por una pequefia lesion cortical en la rata (Brailowsky y cols., 1986a),
mientras que la administracion aguda de diazepam, una benzodiacepina que actla

como un agonista indirecto del GABA, impide de manera permanente la recuperacion
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de la asimetria sensorial debida al dafio de la neocorteza anteromedial en la rata
(Schallert y cols., 1986). Se ha encontrado, sin embargo, que los ansioliticos que no
actian a través del complejo de los receptores GABA/benzodiacepinas, como la
gepirona, no afectan en ningun grado a la recuperacion funcional en modelos animales
de dafio cerebral similares a los anteriormente descritos (Schallert y cols., 1992).

Las consecuencias del uso de anticonvulsivos también se han descrito. Por ejemplo, el
efecto nocivo del GABA sobre la recuperacion funcional después del dafio en la corteza
motora se incrementa por la administracion sistémica de fenitoina (Brailowsky y cols.,
1986b), la cual actua a través de un mecanismo mediado por GABA. El fenobarbital
también retarda la recuperacion después del dafio en la corteza cerebral (Hernandez y
Holling, 1994), mientras que la administracion cronica de carbamazepina no la afecta
(Schallert y cols., 1992).

1.1 POSIBLES MECANISMOS DE RECUPERACION FUNCIONAL MODULADA
POR LOS NEUROTRANSMISORES.

Desde las observaciones originales de Feeney y cols. (1982), se ha comprobado que la
funcién motora de ratas hemipléjicas mejora significativamente después de recibir una
dosis de anfetamina, mejoria que es detectada una hora después de la administraciéon
de la droga. Esto sugiere que la anfetamina tiene un efecto fisioldgico inmediato que
subyace a este beneficio inicial. Feeney ha postulado que las anfetaminas podrian
facilitar la recuperacion suprimiendo a la "depresion funcional remota" de regiones
cerebrales distantes del sitio de dafio primario. Esta suposicion se encuadra en el
concepto de diasquisis (Glassman y Smith, 1988), término que describe los efectos
transitorios de una lesion que aparece en regiones distales del sitio primario del dafio
(Brailowsky y Pifia, 1991) y se sustenta en los hallazgos provenientes de estudios en
una variedad de modelos de dafo cerebral (Theodore y cols., 1992; Feeney, 1991). Un
ejemplo de depresién funcional remota lo constituye el hecho de que pacientes con
dafio cerebral presentan disminucion del metabolismo en el area hemisférica ipsilateral
no dafiada y en el hemisferio contralateral, asi como en el cerebelo contralateral (Fiorelli

y cols., 1991; Tanaka y cols., 1992). Se ha discutido que la mejoria debida a las
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microinfusiones de NA en el hemisferio cerebelar contralateral al dafio cortical (Boyeson
y Krobert, 1992; Figura 1) podria ser explicada considerando las interconexiones que
existen entre las células noradrenérgicas del locus coeruleus (LC) y otras zonas
encefélicas (Figura 2). Se sabe que cada célula del LC proyecta tanto a la corteza
sensoriomotora como al cerebelo contralateral (Nagai y cols., 1981), asi que cuando
hay una lesién cortical las fibras provenientes del LC también se dafian, haciendo que
las células noradrenérgicas cambien su produccion de NA a la de sintesis de proteinas
de reparacion (Ross y cols, 1975). Por lo tanto, un aporte externo de NA en el cerebelo
mejora la actividad motora de animales con lesion cortical. Esto apoya la idea de que la
hemiplejia parece ser mediada por la accidon depresora sobre las terminales aferentes
del LC al cerebelo. Cuando los animales reciben una lesion del area dorsal del LC, la
cual suministra de NA a la corteza, las terminales que van al cerebelo quedan intactas.
Si en dos semanas se lesiona la corteza sensoriomotora del animal, éste esta protegido

de los efectos de la hemiplejia (Boyeson y cols, 1992b).

Figura 1. Efecto de la infusién de
noradrenalina en el hemisferio
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Légicamente, desde el punto de vista terapéutico, las drogas que prolongan o
empeoran esta depresiéon funcional deberan ser consideradas como dafiinas, mientras
que aquellas que la promueven deberan ser consideradas como facilitadoras de la
recuperacion.

Sin embargo, la diasquisis seguida a la supresiéon funcional no siempre se presenta
como consecuencia del déficit clinico después del dafio cerebral en el humano (Bowler
y cols., 1995) e incluso, la aparicion de la diasquisis cerebelar cruzada (DCC) no se
correlaciona con la recuperacion después del dafio que afecta a uno de los hemisferios
cerebrales (Infeld y cols., 1995). Es mas, las manifestaciones clinicas primarias de la
DCC se manifiestan en una flacidez prolongada asociada a la hemiparesia relacionada
con el dafio cerebral (Pantano y cols., 1993). Esas importantes observaciones clinicas
representan un desafio que la teoria de la diasquisis tiene que enfrentar para explicar
los procesos de recuperacion funcional.

Una segunda hipotesis esta basada en la observacién de que el impacto de ciertas
drogas, como las anfetaminas, es dependiente del grado de experiencia que los
animales poseen al momento de la administracion (Hovda y cols., 1989; Goldstein y
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Davis, 1990b), lo que sugiere que podrian actuar facilitando un proceso de
“reaprendizaje”. En este sentido, la potenciacion a largo plazo (PLP) es el mecanismo
celular de aprendizaje y memoria mejor entendido (Bliss y Dolphin, 1982). La PLP se ha
estudiado en diversas regiones cerebrales, incluyendo aquellas que no han sido
asociadas con la memoria, tales como el hipotalamo (Corbett, 1980), la corteza visual
(Artola y Singer, 1989; Aroniadou y Teyler, 1991) y la corteza motora (Keller y cols.,
1990). Se sabe que su induccion puede ser modulada tanto por las catecolaminas
(Stanton y Sarvey, 1985; Dahl y Sarvey, 1989) como por el GABA (Wigstrom y
Gustafsson, 1985; Olpe y Karlsson, 1990). De acuerdo a la hipotesis del
“reaprendizaje”, los efectos de las drogas sobre la recuperacion podrian predecirse
basandose en sus efectos sobre la induccion de la PLP (Goldstein, 1996). Sin embargo,
no siempre estas predicciones son exactas, ya que el propanolol, un antagonista de los
receptores B-adrenérgicos que interfiere con la induccion de la PLP (Dahl y Sarvey,
1990), no tiene efectos sobre la recuperacion motora después del dafo en la corteza
sensoriomotora de la rata (Feeney y Westerberg, 1990).

Es posible que las respuestas fisioldgicas adaptativas que subyacen al efecto inmediato
de las anfetaminas y otras drogas similares, dirijan a una reorganizacién neuronal de
largo plazo. En este sentido, se ha propuesto a la NA como una sustancia implicada en
los cambios tréficos del sistema nervioso central (Kasamatsu y cols., 1979), ademas de
gue la NA cortical liberada por las aferencias del locus ceruleus modula a la plasticidad
sinptica que codifica el aprendizaje (Crow, 1968). En un modelo de plasticidad en el
gato (Kasamatsu y cols., 1979), se evaluaron los cambios plasticos en la corteza visual
a consecuencia de la privacion monocular de luz, encontrandose que la perfusion de -
hidroxidopamina bloqueaba ésta plasticidad, mientras que la infusion de NA posterior al
bloqueo la restituyd. Con el fin de determinar los mecanismos que subyacen a la
recuperacion motora inducida por anfetaminas y NA, primero es necesario localizar las
regiones del sistema nervioso donde el efecto se ejerce. Con base en los estudios que
previamente se han discutido, podria suponerse que la privacion de NA en areas
criticas del cerebro deberia de frenar o agravar la mejoria conductual en animales en
proceso de recuperacion del dafio cerebral. Esto ha sido realizado a través de lesiones
selectivas del locus ceruleus y sus vias eferentes. Se ha encontrado que la lesion
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selectiva del paquete noradrenérgico dorsal que proyecta al hemisferio contralateral a la
lesion retarda la recuperacion de ratas lesionadas en la corteza somatosensorial, no asi
cuando se lesionan las fibras que proyectan al hemisferio ipsilateral (Goldstein y
Bullman, 1997). Esto sugiere que el efecto de la NA esta mediado por el hemisferio
cerebral contralateral a la lesion cortical. Esta suposicion se puede apoyar también en
los resultados de los estudios de Stroemer y cols. (1995, 1998) quienes reportaron el
incremento de la inmunoreactividad a la sinaptofisina en la corteza parietal contralateral
a la lesion y esto se correlaciond con la recuperacion motora en ratas tratadas con
anfetamina. Por otro lado, se ha reportado el aumento de la densidad dendritica en las
células piramidales de la capa V, en la region homotipica contralateral a la lesion
realizada en la corteza sensoriomotora de ratas (Jones y Schallert, 1994; Schallert y
Jones, 1993). Un estudio por tomografia de emisién de positrones realizado en
humanos recuperados después de la hemiplejia debida a enfermedad cerebrovascular
(choque), mostr6 incremento del flujo sanguineo cerebral en la corteza motora
contralateral al dafio (Chollet y cols., 1991). Por otro lado, el uso de resonancia
magnética ha mostrado algunos cambios similares en el hemisferio contralateral de
pacientes que han recuperado la funcion motora después del dafio por choque (Cao y
cols., 1998; Silvestrini y cols., 1998). También los estudios que emplean estimulacion
magnética transcraneal han demostrado cambios significativos en el hemisferio
contralateral, incluyendo el desenmascaramiento de algunas proyecciones
corticoespinales ipsilaterales (Netz y cols., 1997). Sin embargo, este
desenmascaramiento no se correlaciona con la mejoria clinica de las secuelas.

Todo lo anterior podria sugerir que las anfetaminas ejercen su impacto en la
recuperacion a través de algunos procesos modulados por la NA en el hemisferio
contralateral al dafio cortical. Estos efectos contralaterales dirigirian secundariamente a
la produccién de la reorganizacién neuronal en el hemisferio ipsilateral a través de las

conexiones transcallosales directas (Meyer y cols., 1998).
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2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FARMACOS DESPUES DEL DANO
CEREBRAL EN EL HOMBRE.

El primer estudio que evalué el efecto de las anfetaminas sobre la recuperacion
funcional en humanos fue disefiado para simular el paradigma usado en el laboratorio.
Ocho pacientes con déficits motores estables fueron asignados azarosamente a dos
grupos, uno de los cuales recibié 10 mg de anfetamina mientras que el otro fue tratado
con placebo, todos durante 10 dias después del dafio cerebral por choque (Crisostomo
y cols., 1988). Después de tres horas de la administracion de la droga, a todos los
pacientes se les proporciono terapia fisica intensiva. Al dia siguiente, se reevaluaron las
habilidades de cada paciente para usar el miembro afectado. Los resultados mostraron
que el grupo que fue tratado con anfetamina mejord en las tareas de ejecucion motora,
mientras que el que fue tratado con placebo mostr6 muy poca recuperaciéon. Desde el
punto de vista clinico, se debe de considerar que en este estudio se tomd en cuenta
s6lo un pequefio grupo de pacientes rigurosamente seleccionados, que dos de los
cuatro que recibieron anfetamina tuvieron una mejoria importante y que solamente fue
evaluada la recuperacion motora lograda en un corto periodo de tiempo.
En un segundo estudio (Reding y cols., 1995), doce pacientes recibieron 10 mg de
anfetamina diariamente durante 14 dias, al término de los cuales se siguié con una
dosis de 5 mg durante 3 dias. Por otro lado, un igual nimero de pacientes recibi6
placebo. El estudio se inici6 aproximadamente un mes después de producido el dafio
cerebral y la administracion de la droga o placebo no fue complementada con terapia
fisica. Los resultados fueron negativos, pero sugieren la existencia de algunas variables
gue todavia no han sido bien identificadas que subyacen a la recuperacion funcional en
humanos. Debe de considerarse que en este estudio se utilizd un régimen de
dosificacion diferencial, que hubo un retardo entre la produccion del dafio y la
administracion del tratamiento y se carecié de complementacion con terapia fisica.
Walker-Batson y cols. (1995), realizaron un estudio de doble ciego que consistié en
administrar anfetamina a cinco pacientes y placebo a otros cinco. El tratamiento se
administré cada 4 dias durante 10 sesiones y comenzo entre los 15 y 30 dias después
del dafio cerebral. Cada dosis fue administrada en conjunto con una sesion de terapia

fisica intensiva. Una semana después de finalizado el tratamiento, los resultados
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mostraron que los pacientes tratados con anfetamina presentaron una mejoria
importante de la ejecucion motora, la cual se mantuvo hasta un afio después. En cuanto
a otras drogas, se han estudiado los efectos del metilfenidato. Este farmaco se ha
empleado en el tratamiento de la depresion presente en los pacientes que han sufrido
de dafo cerebral y que se encuentran en fase de rehabilitacion (Johnson y cols., 1992;
Lazarus y cols., 1994). En uno de los dos estudios disponibles en la actualidad no se
reporta ningun efecto de la droga sobre la accién fisica, ain cuando se encontraron
efectos significativos sobre la funcién cardiovascular (Larsson y cols., 1988). En el otro
estudio se reportd una mejoria motora muy similar entre pacientes tratados con
metilfenidato y aquellos tratados con placebo (Grade y cols., 1998). Aunque en ambos
estudios se reportaron resultados negativos, los estudios experimentales sugieren una
relacion compleja entre la dosis de metilfenidato y la cantidad de entrenamiento
rehabilitatorio. Nuevamente es necesario sefialar la importancia de identificar las
variables que subyacen a la recuperacion funcional en el humano, con el fin de
determinar si un régimen farmacolégico especifico puede resultar en un beneficio
clinico. Se debe de considerar que aun la recuperacion observada en animales
hemipléjicos tiene una importante dependencia con el medio ambiente en el que el
organismo se relaciona (Custodio-Ramirez y Gonzalez-Pifia, 1992; Escalante-Memobirillo
y Mérquez-Rangel, 1992).

También se ha evaluado el efecto de otros antidepresivos en pacientes con dafio
cerebral. La tradozona, una droga que bloquea la recuperacion de la hemiplejia en la
rata, reduce esta incapacidad en pacientes con dafio cerebral (Reding y cols., 1986). En
otros estudios se ha reportado un efecto benéfico de la flouxetina (Dam y cols., 1996),
mientras que la administracion de maprotilina y de nortriptilina, dos inhibidores de la
recaptura de NA, no han mostrado efectos significativos (Dam y cols., 1996, Lipsey y
cols., 1984). Por lo tanto, a diferencia de las anfetaminas, los efectos de los
antidepresivos sobre la recuperacion funcional parecen ser opuestos a los efectos
observados en los estudios de laboratorio. Estos resultados dispares podrian deberse a
que tales drogas fueron administradas en una sola dosis en condiciones de laboratorio.
La administracion aguda de antidepresivos tiene efectos muy diferentes sobre los

neurotransmisores cerebrales a los que tiene cuando la administracién es crénica. Por
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ejemplo, se sabe que la concentracion de NA en el cerebro de la rata se reduce
después de la administracion cronica de desimipramina, mientras que no sucede asi
después de la administracion aguda de este farmaco (Roffler-Tarlov y cols., 1973).
Algunos estudios no controlados han sugerido que la administracion de bromocriptina,
un agonista de dopamina, mejora la fluidez del habla en pacientes afasicos (Bachmany
Morgan, 1988; Sabe y cols., 1992). Sin embargo, dos estudios controlados mostraron
resultados negativos (Gupta y cols.,, 1995; Sabe y cols, 1995). Estos datos
contradictorios podrian deberse a una variedad de factores. Los estudios controlados
incluyeron pacientes con mucho tiempo de haber presentado el evento cerebrovascular
que les provoco el dafio cerebral, mientras que uno de los disefios incluy6 algunos
pacientes con dafio cerebral producido por traumatismo craneoencefalico. En los dos
trabajos se trato a los pacientes con la maxima dosis tolerable y no dejan en claro si la
administracion de la droga esta acoplada estrechamente a la terapia de lenguaje activa.
Es posible entonces, en analogia a los datos que consideran la funcién motora, que las
afasias motoras respondan mejor a una droga que afecte a la NA, en lugar de una que
afecte a la dopamina. Esto se puede apoyar en los resultados obtenidos por Walker-
Batson y cols. (1992), quienes encontraron una mejoria importante en pacientes
afasicos sometidos a un régimen consistente en la administracién de una dosis de 10
mg de d-anfetamina seguida de terapia de lenguaje, todo esto cada cuatro dias durante
diez sesiones.

Respecto al uso de farmacos perjudiciales para la recuperacién, un examen
retrospectivo mostré que tanto la clonidina y el prazosin, dos antagonistas
noradrenérgicos, asi como las benzodiazepinas fueron comuinmente prescritas a
pacientes hospitalizados con dafio cerebral agudo (Goldstein y Davis, 1988). Esto
muestra que algunas de las drogas que han mostrado efectos adversos sobre la
recuperacion funcional en animales de laboratorio, han sido cominmente prescritas
para el tratamiento de las manifestaciones clinicas presentes en pacientes con dafio
cerebral. En este sentido, un estudio retrospectivo de cohortes permitio evaluar la
recuperacion funcional en pacientes que habian recibido ya sea uno sé6lo o una
combinacion de medicamentos como la clonidina y la prazosina, las benzodiazepinas y

la fenitoina. La recuperacion de estos pacientes se compard con la de pacientes a
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quienes no se les administré ninguno de éstos farmacos. Los resultados mostraron que
aguellos que recibieron las drogas presentaron tasas de recuperaciéon menores a las de
los pacientes que no recibieron el tratamiento (Goldstein y cols., 1990). Un andlisis
multivariado indic6é que el efecto se mantiene aun después de corregirse la contribucion
de otras variables, tal como la severidad inicial del déficit. Los potenciales efectos
perjudiciales sobre la recuperacion funcional del uso de estas drogas fueron también
descritos mediante el andlisis de una cohorte separada de pacientes (Goldstein, 1995).
Cerca del 40 % de los pacientes integrados a este estudio recibieron una combinacién
de drogas que se cree dificultan la recuperacion, encontrandose que el grupo tratado
con las drogas presenté un efecto deletéreo, independientemente del grado de las
secuelas motoras iniciales, de las condiciones de morbilidad y de otras caracteristicas
de los pacientes. Ya que estos estudios implican un analisis retrospectivo (tablal), no
es posible saber si el conocimiento, por parte del paciente, de la razon por la cual la
droga fue prescrita, o la accidén de la droga por si misma, es la causa del efecto adverso
sobre la recuperacion. Otras limitaciones de etos estudios son que no permitieron un
andlisis del impacto de drogas perjudiciales especificas, ni dejaron conocer los efectos
de la administracion cronica de diferentes.

La tabla nUmero 1 resume brevemente los resultados mas relevantes de algunos de los
estudios descritos en la presente revision.

Los datos revisados sugieren un efecto consistente de las drogas que afectan la
recuperacion funcional después del dafio cerebral focal, tanto en animales de
laboratorio como en humanos. Aunque es razonable evitar el uso de drogas
sospechosas de detener la recuperacion, el uso rutinario de la anfetamina debera de
ser documentado con mas estudios clinicos. Se debe de considerar que los efectos
benéficos de esta droga sélo se han documentado en un estudio realizado en un centro
de atenciéon, con un grupo de pacientes altamente seleccionados. En términos
generales, los datos disponibles no muestran un efecto clinico benéfico de una amplia
variedad de drogas, por lo que en el futuro se requerira de estudios mas amplios y
realizados en multiples centros de atencion, para determinar si el abordaje
farmacoldgico dirigido a facilitar la recuperacién funcional después del dafio cerebral es

factible de ser aplicado en una poblacion mas diversa de pacientes con secuelas
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motoras. Es también importante identificar las variables psicolégicas relacionadas con
la recuperacién funcional que subyace al dafio cerebral en el humano, ya que el control

de estas podra permitir el éxito en el uso de las estrategias farmacoldgicas.
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CAPITULO IV. RELACIONES ANATOMICAS ENTRE LA CORTEZA CEREBRAL, EL
PUENTE Y EL CEREBELO.

1. LOCUS CERULEUS

El puente o protuberancia se localiza entre el bulbo raquideo y el mesencéfalo ventral
del cerebelo. El puente de la rata concentra cuatro grupos de neuronas noradrenérgicas
qgue son denominados A4, A5, A6 y A7. El grupo A6 o locus ceruleus (LC) es el mas
importante en la sintesis y liberacion de noradrenalina (NA) (Aston-Jones y Cohen,
2005, Smeets y Gonzalez, 2000). Es un ndcleo compacto localizado en el tegmentum
pontino adyacente al cuarto ventriculo del tallo cerebral (Berridge y Waterhouse, 2003).
Se estima que el LC del humano adulto tiene entre 45 000 y 60 000 neuronas
noradrenérgicas, mientras que en la rata, existen aproximadamente 1500 neuronas por
nacleo (Berridge y Waterhouse, 2003).

El LC de los mamiferos se subdivide en las porciones dorsal (Locus ceruleus), ventral
(Locus subceruleus) y lateral (parabraquibral, nucleo Kolliker- Fuse) (Smeets y
Gonzalez, 2000). Ademéas del cerebelo, el LC inerva ipsilateralmente a varias
estructuras del SNC, como los tubérculos olfatorios, la neocorteza, el hipocampo y el
talamo a excepcion de los ganglios basales (Berridge y Waterhouse, 2003). Una de las
caracteristicas mas notables de las células del LC es el alto grado de divergencia de
sus colaterales, lo cual permite que una simple neurona llegue a inervar extensas zonas
de la corteza cerebral (Olanow y Tatton, 1999), siendo las capas Ill y IV las mas
inervadas por el LC, mientras que la inervacion de la capa | es muy dispersa (Berridge y
Waterhouse, 2003). De modo que como complejo nuclear, en términos generales, emite
numerosas proyecciones de manera difusa a amplias regiones del SNC como: cortezas
sensorial y motora, tdlamo, hipotalamo, hipocampo, cerebelo, protuberancia, bulbo y
médula espinal (Carpenter, 1994).

Las neuronas noradrenérgicas son importantes para el control de funciones tales como
determinacion del dimorfismo sexual (Pinos y cols., 2004), modulacién del dolor (Mokha
y cols., 1986, Kishki y cols., 2006; Cucchiaro y cols., 2006), stress (Mitchell y cols.,
2005; Viltart y cols., 2006), remodelacion de inervaciones sinapticas (Nakai y cols.,

2006; Ishida y cols., 2001ab), promocion del estado de alerta (Aston-Jones y cols.,
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1994; Jones, 2003: Hobson y cols., 1975), regulacién de los estados de suefio-vigilia
(Hobson vy cols., 1975; Majumdar y Mallick, 2003), modulacion de la generacién de
respuestas en la corteza cerebral (Motaghi y cols., 2006), procesos de memoria y
aprendizaje (Foote y cols., 1983; Gibbs y Summers, 2000; Ishida y cols., 2001; Gibbs y
Summers, 2005), control de funciones autonémicas (Jones, 2003, Reyes y cols., 2005;
Rodovalho y cols., 2006), asi como en alteraciones del SNC como Alzheimer (Szot y
cols., 2006, Grudzien y cols., 2006), Parkinson (Gesi y cols., 2000; Olanow y Tatton,
1999), ansiedad (Chappell y cols., 1986; Bissette, 2001) desérdenes circadianos,
dependencia a las drogas (Tokuyama y cols., 2001) y depresion (Sachar y cols., 1973;
Duman, 2002). Se ha sugerido que los estimulos estresantes activan a las neuronas del
LC, incrementando el metabolismo y el recambio de la NA en algunas areas cerebrales,
sugiriendo que el circuito del LC es uno de los componentes importantes que se activa
dentro del circuito neuronal (Kawahara y cols., 2000). Ademas, se ha observado que la
estimulacion eléctrica del LC produce en el mono conductas asociadas a la angustia o
sufrimiento (distrés), tales como la picazén, el giro de la cabeza o el cuerpo y los
movimientos de la lengua. Otro caso discutido asociado con la descarga del LC es la
conducta mostrada en el gato después de ser expuesto a la presencia de un perro
(Passerin y cols., 2000). En la rata se ha observado que la infusion directa con
idazoxan, un antagonista de los receptores adrenérgicos alfa 2, induce la liberacion de
la NA en la corteza frontal, mientras que la infusién de algunos bloqueadores de los

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) la inhiben (Kawahara y cols., 2000).

2. CONEXION CEREBRO- CEREBELAR

El cerebelo se ha involucrado no solamente en el control de la postura, los movimientos
voluntarios y ciertos reflejos, sino también en el control de la conducta, las respuestas
viscerales y los procesos cognitivos (Johnson y Ebner, 2000; Schambra y cols., 2005).
Del mismo modo, esta presente en el proceso del aprendizaje motor (Boyden y cols.,
2004), coordinacion manual (Debaere y cols. 2004) y coordinaciéon ojo- mano (Miall y
Jenkinson 2005).
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Asimismo, se ha observado en ratas adultas anestesiadas que la lesion cortical
trauméatica origina cambios en la actividad eléctrica de la corteza cerebelar, es posible
que este cambio pueda considerarse como un indicador del dafo (Culic y cols., 2005).
En humanos con lesiones cerebelares se han observado limitaciones en habilidades
como la fluencia verbal (Richter y cols., 2007), memoria de trabajo verbal (Silveriy cols.,
1998), errores de deteccion, planeaciéon y atencion (Golla y cols. 2005), habilidades
linguisticas (Ackermann y cols. 2007) y regulacién de emociones (Baillieux y cols.
2008).

Diferentes tipos de ataxia, desordenes del neurodesarrollo o vasculares son algunos de
los padecimientos cerebelares mas comunes (Manto y Marmolino, 2009).

El cerebelo juaga un papel central en la ejecucion motora de una manera suave y
coordinada a través de sus principales conexiones con la corteza cerebral y la médula
espinal (Tach et al., 1992; Kawato, 1999). Con respecto a la red que enlaza el cerebelo
y la corteza cerebral diversos estudios han mostrado que la salida del cerebelo alcanza
el 16bulo frontal, incluyendo la corteza motora primaria y la corteza prefrontal (Middleton
y Strick,1994,2001; Kelly y Strick, 2003).

Una serie de estudios sugieren que cada area cortical forma un circuito cerrado de
bucle con el cerebelo (Hoover y Strick, 1999; Kelly y Strick, 2003; Clower et al., 2005;
Akkal et al., 2007).

Mediante el andlisis de datos, Strick et al. (2009), han identificado los dominios motor y
no motor del cerebelo; el dominio motor esta vinculado principalmente con la corteza
motora primaria, mientras que el no motor con areas de asociacion corticales como la

corteza prefrontal.

3. AFERENCIAS

El cerebelo recibe aferencias a través de los pedunculos cerebelosos y se distribuyen a
lo largo de la corteza por fibras denominadas musgosas y paralelas; estas a su vez
hacen sinapsis con las dendritas de las células granulosas y las células de Purkinje
sobre la capa molecular (Schambra y cols., 2005). Una parte de las aferencias
cerebelares provienen de la corteza cerebelar a través del haz cortico-ponto-

cerebeloso, este paquete de fibras pertenece al tracto piramidal conformado por los
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axones gue se proyectan al cerebelo por una via indirecta, ya que hacen sinapsis con
las neuronas del nucleo pontino y éste Ultimo proyecta sus axones a ambos hemisferios
cerebrales, predominando los hemisferios contralaterales del cerebelo, especificamente
a la corteza cerebelar donde las células granulosas cerebelares de los I6bulos VI 'y VII
parecen ser las responsables de la modulacion de las células de Purkinje y estas a su
vez de la coordinacion de los distintos grupos musculares que ejecutan los movimientos
finos y precisos. Ademas, estos lobulos reciben aferencias de origen visual, espinal y
auditivo. (Bukowska y cols., 2003).

Las fibras musgosas son excitadoras y activan a las células glutamatérgicas de la
granulosa que a su vez excitan a las células de Purkinje, a las estrelladas y a las
células en cesto. Las tres son caracterizadas por ser GABAérgicas y considerando que
existen sinapsis entre estas neuronas se producird la modulacion inhibitoria. Las células
de Purkinje inhiben asimismo a los ndcleos cerebelosos interpdsito y dentado, ya que
son las Unicas neuronas que comunican a la corteza cerebelar con estos nucleos
(Schambra y cols., 2005).

4. FIBRAS NORADRENERGICAS

Las aferencias noradrenérgicas que recibe el cerebelo se originan de las porciones
dorsal y ventral del LC e inervan a todas las neuronas de la corteza cerebelar y
escasamente a los nucleos cerebelosos (Schambra y cols., 2005; Schweighofer y cols.,
2004; Figura 3). Se ha sugerido que la liberacién de la NA cerebelar esta asociada con
la activacion de los receptores adrenérgicos alfa o beta, donde parece que responden a
ciertos niveles o tiempos de exposicion durante los estados normales como el de
suefio-vigilia o la actividad provocada por los estimulos externos (Schambra y cols.,
2005).

Se ha descrito que la lesién cortical reduce en un 50% la concentracién extracelular de
la NA cerebelar en la rata (Krobert y cols., 1994) y que la lesién del LC reduce también
la NA cerebelar. Simultdneamente esta asociada con la alteracién funcional motora y
por ello los efectos de la lesion se revierten por medio de infusiones cerebelares de NA

exdgena (Schweighofer y cols., 2004). Esto sugiere que la aceleracion de la
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recuperacion motora es debida a los efectos especificos de la NA (Boyeson y Krobert,
1992; Goldstein, 2000).

Figura 3. Principales eferencias del ndcleo locus coeruleus a diferentes regiones
corticales y subcorticales como son: (1) Médula espinal, (2) Nucleo del rafe medial, (3)
Nucleo del rafe dorsal, (4) Formacién reticular, (5) Hipocampo, (6) Cerebelo, (7) Coliculo
superior, (8) Nucleo pulvinar, (9) Area tegmental ventral, (10) Sustancia nigra, (11) Nacleo
subtalamico, (12) Corteza olfatoria, (13) Corteza prefrontal, (14) Corteza motora primaria,

(15) Corteza somatosensorial.
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La salida de informacion del cerebelo, con excepcion de la vestibular, es realizada
exclusivamente por neuronas del nucleo cerebelar. Un subconjunto de neuronas se
proyecta hacia las areas premotoras teniendo asi influencia directa en el control motor,
mientras que otras neuronas del nucleo, mas pequefias, se proyectan hacia el olivo
inferior, proporcionando una retroalimentacion negativa que corrige posibles errores de

movimiento (Medina y cols., 2002; Teune y cols., 2000, 1995).

5. ACCION DE LA NORADRENALINA

La liberacion de la NA en la corteza cerebelar se ha asociado con la inhibicion de las
células de Purkinje a través de las células en cesto, de igual modo, se ha relacionado
con la modulacion GABAérgica a corto y a largo plazo. Asimismo se ha sugerido que
los niveles altos de NA activan a los receptores beta adrenérgicos, elevando de este
modo el AMP ciclico (AMPc) y activando también el incremento de la proteina kinasa,
dependientemente de AMPc. El incremento estad asociado con la activaciéon de genes
inmediatos tempranos (c-fos, jun-B) en las células de Purkinje, que pueden ser
indicadores del disparo y la transformacion de los cambios bioquimicos a largo plazo
que son requeridos para el mantenimiento de la plasticidad cerebelar (Schweighofer y
cols., 2004).

Las células de Purkinje son las Unicas neuronas de la corteza cerebelar que por medio
de sus axones hacen sinapsis con los nucleos cerebelosos interpésito y dentado. Estos
proyectan sus axones a la corteza cerebral motora primaria por la via de los nucleos
ventrales talamicos. Los nucleos cerebelosos se caracterizan por ser excitadores de las

células blanco (Schambra y cols., 2005).
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CAPITULO V. EFECTOS DE LA LESION CEREBRAL EN LA CORTEZA MOTORA
EN EL MODELO DE HEMIPLEJIA EXPERIMENTAL.

Los estudios enfocados a evaluar los efectos tanto de lesiones agudas como crénicas
son relativamente escasos en animales experimentales. En este contexto, estos
estudios han sido realizados utilizando extirpaciones agudas o bien ablaciones
quirargicas parciales sucesivas de una estructura cerebral. Se ha demostrado en ratas
que los déficits mas graves se presentan 36 dias después de una ablacién aguda de la
corteza somatosensorial. Esos déficits estan ausentes cuando la misma area se
remueve en dos etapas (Finger y cols., 1971). Otro estudio realizado en gatos mostro
qgue los animales caian en un coma profundo y morian después de unos pocos dias
después de la reseccion aguda de la formacion reticular mesencefalica, en contraste
con los animales lesionados gradualmente (pasando hasta por ocho cirugias) que
mostraron una recuperacion total Adametz, 1959). El mismo patron ha se ha observado
en monos, ya que las ablaciones agudas de la corteza prefrontal producen déficits
funcionales que son mas severos que los observados después de lesiones seriales
(Rosen y cols., 1971). Ademas, los datos obtenidos de pacientes con dafio cerebral
agudo e invasiones tumorales lentas han permitido discutir que el mismo tipo de
disociacion se observa en humanos Desmurget y cols., 2007).

De esta manera, pareceria que las secuelas del dafio cerebral son menores en las
lesiones cronicas que en la lesiones agudas. En este contexto, el mecanismo de
recuperacion podria diferir entre lesiones producidas por trauma, apoplejia o inducidas
por hipoxia. Considerando estos hechos, es importante tomar en cuenta la etiologia de
la lesién que el paciente sufre con el fin de prescribir el tratamiento adecuado.

Se ha sugerido que el dafio cortical induce déficit motores mediados por la inhibicion de
sitios remotos relacionados con la region dafiada (Nudo y cols., 2001). Esta inhibicién
podria estar mantenida por la severidad del dafio, sugiriendo entonces que ciertas
lesiones crénicas mantendrian esa inhibicion por un periodo de tiempo mayor que
cuando se produce una lesién aguda, en contraste con los datos descritos en parrafos

anteriores.
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El papel de la noradrenalina (NA) en la recuperacion después del dafio cerebral se ha
documentado ampliamente (Goldstein, 1999; Goldstein, 2003). Se ha reportado que las
infusiones de NA dentro del cerebelo (Boyesson y Krobert, 1992) y la administracién de
anfetamina, un agonista noradrenérgico [9], previene del déficit motor asociado al dafio.
Este hecho también se ha observado después de la administracion sistémica de L-
threo-3, 4-dihydroxyphenylserina (L-DOPS), un precursor de NA (Kikuchi y cols., 2000).
Algunos estudios realizados mediante microdidlisis han mostrado que la NA extracelular
en el cerebelo disminuye después del dafio cerebral (Krobert y cols., 1994). Son muy
pocos los datos disponibles acerca del papel del puente en los cambios
noradrenergicos observados en el cerebelo después del dafio. Se sabe que el puente
contiene al locus coeruleus (LC), el principal reservorio noradrenergico del sistema
nervioso central (Berridge y Waterhouse, 2003) y se han descrito las relaciones
anatomicas entre el LC, la corteza motora y el cerebelo (Cicirata y cols., 2005;
Steindler, 1981). Ante esto, se ha descrito un incremento de NA en el puente 6 horas
después de la ablacion cortical Gonzalez-Pifia y cols., 2005) que podria estar
relacionado con las secuelas motoras medidas por el andlisis de la huella, lo que podria

ser un ejemplo de un dafio agudo en animales experimentales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:
¢, Como se modifica la ejecucion motora y los niveles de noradrenalina pontinos y
cerebelares ante las lesiones corticales agudas y cronicas en el modelo de hemiplejia

experimental en la rata adulta?

HIPOTESIS:

Considerando que existen relaciones anatomicas entre la corteza motora, el puente y el
cerebelo y que la actividad noradrenérgica parece estar involucrada en las secuelas del
dafio y en la recuperacion funcional, se espera la modificacion de los niveles de
noradrenalina a nivel pontino y cerebelar inducidos por la lesion, que se expresaran en
la conducta motora. Se espera que habra variaciones en estos cambios derivados del
tipo de lesion que se aplique, ya sea aguda (ablacion cortical) o crénica (administracion
de FeCl,)

OBJETIVOS:
GENERAL: Describir las caracteristicas conductuales motoras en el modelo de

hemiplejia experimental de la rata inducido por lesion aguda y cronica.
PARTICULARES:

Medir los niveles de noradrenalina cerebelar y pontina en ratas no lesionadas,
lesionadas y recuperadas después de la ablacion cortical motora y relacionarlos con los
efectos sobre la conducta motora.

Estudiar los mecanismos noradrenergicos pontinos y cerebelares especificos
involucrados en la recuperacion cerebral por medio de la medicién del contenido total
de NA en ratas con dafio cortical inducido por FeCl, y en ratas recuperadas del dafo.
Comparar las caracteristicas de las secuelas motoras inducidas por el dafio cortical
motor mediante ablacion de la corteza motora y la administracion de FeCl,.

Discutir los resultados en funcién del tratamiento de la discapacidad motora producida

por dafio cerebral en los seres humanos.
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METODO

|. CARACTERIZACION DE LAS SECUELAS MOTORAS DESPUES DE LA

ABLACION CORTICAL MOTORA Y CONTENIDO DE NORADRENALINA EN

PUENTE Y CEREBELO.
Se utilizaron 29 ratas macho wistar (280-320 g) proporcionadas por el bioterio del
Instituto Nacional de Rehabilitacion. Los animales se mantuvieron alimentados con
alimento para roedores de laboratorio (Purina) y con un ciclo de luz-obscuridad 12-12
(luz a las 7:00 am). Las ratas fueron adaptadas a las condiciones del laboratorio al
menos 1 semana previa a las cirugias. Durante este tiempo, las ratas se manipularon
diariamente con el objeto de habituarlas al manejo experimental y posteriormente se les
entrend para caminar dentro de un corredor de madera en cuyo piso se colocd una tira
de papel (6.8 X 100 cm, FIGURA 4) con el objeto de obtener la impresién de sus
huellas para analizar el largo, ancho y angulo de la zancada, como se describe en
Gonzalez-Pina y cols. (2006; 2008; Figura 5). Las ratas fueron tratadas de acuerdo a la
guia para el cuidado y uso de animales experimentales (Olfert y cols., 1993) y a los
criterios de Festing (1994).

Figura 4. Esquema
del corredor
empleado en el
registro de la
impresion de la
huella. a) Caja de
salida. b) Caja de
llegada. c) Rata
pasando a través
del cuerpo del
corredor con las
patas entintadas.
El suelo de esta
parte esta cubierto
con una tira de
papel en la que las

huellas guedan
impresas. d) Rieles
metélicos
conectados a un
generador de
choques
eléctricos,
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mediante los cuales se administran corrientes eléctricas muy suaves y que se utilizan
durante la fase de entrenamiento para castigar las respuestas indeseadas. e) Generador
de choques eléctricos.

Figura 5. Pardmetros de la
zancada medidos en una huella
tipica. L Longitud de la zancada
(en cm), W ancho de la zancada
(en cm) y An é&ngulo de la
zancada (medido en grados).

il
:""‘
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Los animales fueron asignados azarosamente a tres grupos: ShamA (SA, n = 11),
lesionadas por ablacién cortical (AC; n=6) y recuperadas después de la ablacién cortical
(RAC; n=12). Veinticuatro horas antes de las cirugias, un pre-registro basal de la huella
fue tomado en todas las ratas. Luego los animales se anestesiaron con ketamina—
xilacina (100 mg/kg - 5 mg/kg) y fueron montados en un aparato estereotaxico (David
Kopf). El crdneo se expuso mediante una incision del cuero cabelludo y se realiz6 un
trépano de 1 mm de diametro aproximadamente, sobre el sitio cortical representativo
del miembro posterior izquierdo (Hall y Lindholm, 1974), situado en las siguientes
coordenadas: posterior 2 mm vy lateral 2 mm con respecto a bregma. Las ratas de los
grupos AC y RAC fueron dafiadas en esta area cortical motora (MCx) mediante la
aspiracion del tejido usando una bomba de vacio (Stoelting, mod. 6C) acoplada a una
pipeta de vidrio (Imm de diametro). Por otro lado todos los procedimientos quirdrgicos
con excepcion de la aspiracion fueron realizados al grupo Shaml. Una vez que los
animales se recuperaron de los efectos de la anestesia, la huella fue registrada cada 6
h durante 48 h en los animales de los grupos SA y RAC mientras que en los animales
del grupo AC solo se tomé un registro a las 6 horas posteriores a la cirugia. Al final de
los periodos de registro, las ratas se sacrificaron por decapitacion y tanto los lados
derecho e izquierdo del puente como los hemisferios cerebelares fueron extraidos. El
cerebro completo fue colocado en una plancha fria para extraer el puente y el cerebelo,
que fueron divididos en sus lados derecho e izquierdo. Los tejidos se colectaron en
tubos de teflon conteniendo una solucion de 0,5 ml de acido perclérico 0,4 N
conteniendo 0,1 % p/v de metabisulfito de sodio. Después los tejidos fueron

homogeneizados y centrifugados a 15000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El
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sobrenadante fue filtrado y almacenado a —70 °C hasta su andlisis cromatografico. El
contenido de NA fue analizado por cromatografia de liquidos alta resoluciéon (HPLC,
ALLTECH 626) acoplado a un detector electroquimico coulombiométrico (Coulochem
[ll, ESA, Inc.). Los picos se integraron en una computadora con un programa Agilent EZ
Chrom SI. Para determinar las concentraciones de NA, los cromatogramas de las
muestras fueron interpolados con los cromatogramas obtenidos de cuatro muestras
estandar, cuyas concentraciones de NA eran conocidas. Se utilizé una columna
analitica especifica para catecolaminas (ALLTECH, adsorbosphere C18 100 X 4.8 mm,
3 um de tamario de particula). La fase movil utilizada consistié de una solucion de buffer
de fosfatos (0,1 mM, pH 3.2) cuya composicion fue (en mM): octil sulfato de sodio (0.2),
EDTA (0.1) y metanol (15 % v/v). El flujo empleado fue de 1.2 ml/min mientras que el
potencial fue ajustado a 0.65 V contra un electrodo de referencia de Ag/AgCl.

El encéfalo restante fue puesto en una solucion de formol amortiguado al 10% para
delinear la lesion por medio de la Tincion de Kluver—Barrera. Después de la
observacién por microscopia de luz, la cavidad fue dibujada sobre los esquemas
equivalentes tomados del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson [20].

REGISTROS CONDUCTUALES ADICIONALES
Considerando que el dafio cerebral producido mediante ablacion cortical representa un

modelo de lesion cortical aguda cuyas secuelas son de corta duracion, a las ratas del
grupo AC se les aplico una bateria de pruebas descrita por Sarti y cols., (2002) y
previamente validada por Garcia y cols., (1995), con el objeto de estudiar las secuelas
motoras y sensoriales mas tempranas. Estos métodos de evaluacion fueron usados
porque el tiempo para realizar el registro es mas corto que el requerido para el analisis
de la huella impresa y por lo tanto son mas adecuados para medir los efectos
sensoriomotores tempranos de la ablacion cortical. La bateria consta de dos
valoraciones motoras para estimar la simetria del movimiento de los cuatro miembros,
cuyo procedimiento consistié en tomar de la cola a la rata y levantarla totalmente para
observar la simetria en el movimiento de las cuatro extremidades.

Las calificaciones se otorgan de la siguiente manera:
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Los cuatro miembros se extienden simétricamente.

Los miembros de un lado se extienden mas o menos lentamente que los del otro lado o
se observa una extension lenta de los cuatro miembros.

Los miembros de uno u otro lado muestran una cantidad de movimientos muy limitada.
Los miembros posteriores de uno o ambos lados no presentan movimientos.

La otra prueba aplicada fue la de agarre, basada en que normalmente la rata se agarra
con las cuatro patas cuando se la coloca sobre la tapa de alambre de su caja y ésta es
volteada. Las calificaciones se asignan de este modo:

La rata se agarra con las cuatro patas.

Uno o los dos lados estan alterados mientras el animal se agarra, o bien se agarra de
manera defectuosa.

La rata tiende a caerse de la jaula.

La calificacion final de la evaluaciéon motora fue la suma de las puntuaciones obtenidas
en cada una de las pruebas mencionadas.

La evaluacién somatosensorial se realizé6 mediante las siguientes pruebas: para la
evaluacion de la propiocepcion del cuerpo, la rata se toc6 con un lapiz en cada costado
y se observo la reaccion al estimulo. Las calificaciones se asignaron de la siguiente
forma:

Cuando la rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado donde recibe el estimulo y
esta reaccion es igual en ambos lados del cuerpo.

Cuando la rata reacciona lentamente al estimulo en uno o ambos lados.

Cuando la rata no responde al estimulo.

La respuesta al toque de las vibrisas se realiz6 rozando las vibrisas de cada lado con el
lapiz, el cual se aproximé al animal desde la cola hacia delante, para evitar que entrara
en su campo visual. Las calificaciones se otorgaron segun la siguiente escala:

La rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado del estimulo y esta reaccion es igual
en ambos lados del cuerpo.

La rata reacciona lentamente al estimulo independientemente del lado estimulado.

La rata no responde al estimulo en uno o en ambos lados.

La calificacion final para la evaluacion somatosensorial se calculé mediante la suma de

calificaciones obtenidas en la propiocepcion del cuerpo y en la respuesta al toque de las
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vibrisas. Todas estas pruebas fueron realizadas en condiciones basales y se reiniciaron
tres horas después de la ablacién cortical, durante 3 horas.

La mediciébn de la actividad ambulatoria espontanea se realizé en un monitor de
infrarrojos (Stoelting), de la cual no se tomo un registro basal debido a que la prueba
exige un tiempo de habituacion de al menos tres horas antes del registro, razén por la
cual las ratas se introdujeron en el dispositivo inmediatamente después de la cirugia y
las mediciones se tomaron tres, cuatro, cinco y seis horas después de la lesion.

Las comparaciones estadisticas entre los valores obtenidos tanto del analisis de la
huella (largo, ancho y angulo de la zancada) como de las medias obtenidas de las
pruebas somatosensoriales y motoras se realizaron mediante la prueba U de Mann-
Whitney (p=0.05), mientras que las comparaciones obtenidas del contenido total de NA
se realizaron mediante un ANOVA de una sola via (p=0.05).

Il. CARACTERIZACION DE LAS SECUELAS MOTORAS DESPUES DE LA
INYECCION DE FeCl, EN LA CORTEZA MOTORA Y CONTENIDO DE
NORADRENALINA EN PUENTE Y CEREBELO.

Se utilizaron 42 ratas Wistar macho (290-320g) provistas por el bioterio del Instituto
Nacional de Rehabilitacion. Los animales fueron alimentados con Purina para roedores
de laboratorio y matenidas en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 y fueron adaptadas a las
condiciones del laboratorio por lo menos una semana antes de las cirugias, tiempo
durante el cual fueron manipuladas diariamente con el propdsito de habituarlas a las
manipulaciones experimentales. Las ratas fueron tratadas de acuerdo a la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales Experimentales [Olfert y cols. 1993].

Los animales fueron anestesiados de acuerdo a los métodos descritos por Gonzalez-
Pifia y cols., (2008) y montados a un marco estereotaxico (David Kopf). Una canula de
acero inoxidable elaborada con una aguja sin bisel (no0.18) se coloc6d sobre las
meninges sobre la representacion cortical motora de los miembros posteriores (Hall y
Lindholm, 1974) y fue fijada con acrilico dental. Las heridas fueron suturadas con catgut
00 y cicatrices rociadas con un sanador topico (furazolidona). Se administr6 un
tratamiento antibidtico durante tres dias (tilosina 10mg/kg i.m.). Las ratas se

mantuvieron bajo supervisién veterinaria por 8 dias posteriores a la cirugia y fueron
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aleatoriamente asignadas en tres grupos: shamB (SB; n=16), lesionadas (Fe; n=10) y
recuperadas (RFe, n=16). El primer grupo recibié una inyeccion intraparenquimal de
fluido cerebroespinal artificial (CSF 10 ul) en condiciones de movimiento libre y las
secuelas motoras fueron evaluadas durante 20 dias de registro motor. El grupo Fe
recibidé 10 ul de CSF conteniendo FeCl, y los animales fueron decapitados a los 2 dias
posteriores a la realizacion de la lesion. El grupo RFe recibié el mismo tratamiento que
el grupo Fe y los déficits motores resultantes de la lesion cortical fueron evaluados
durante 20 dias. Las lesiones fueron inducidas por la inyeccién intracortical de FeCl;
(50mM) que fue disuelta en CSF conteniendo (en mM): 125 NaCl, 3 KCI, 1.3 CaCl2,
1MgCI2 y 2.3 NaHCO3, pH 7.2. La microinyeccion de hierro en el cértex fue realizada
con el fin de simular una lesion cortical reminiscente a una hemorragia subaracnoidea.
Al finalizar los periodos respectivos de registro, los animales fueron decapitados para
determinar las concentraciones de NA. Los fluidos fueron administrados por medio de la
insercion de una aguja a través de la canula fijada al craneo, la cual fue insertada a la
profundidad de 1mm dentro del parénquima cortical. Esta aguja se encontraba
conectada a una jeringa Hamilton (1ml) mediante una manguera (0.6 mm i.d., PEEK
tubing BAS), todo colocado en una bomba de microinyeccion calibrada a un flujo de 1
ul/min.

El andlisis motor se realiz6 por medio del analisis de la huella impresa descrita
anteriormente y la prueba de la viga de equilibrio, descrita en Brailowsky y cols. (1986b;
FIGURA 6). Esta ultima permite medir las secuelas tardias del dafio cerebral motor. Las
mediciones fueron hechas cada 24 horas durante 20 dias y posteriormente, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacion. Los cerebros fueron extraidos y colocados sobre
una plancha fria para aislar el puente y el cerebelo, los cuales fueron divididos en sus
respectivos lados izquierdo y derecho. Los contenidos de NA fueron determinados por
HPLC como ya se describié anteriormente. El encéfalo restante se colocd en una
solucién de 10% de formol/buffer y se utilizé para localizar y delinear la lesion utilizando

la tincidon de Kluver-Barrera.
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ANALISIS BIOQUIMICO ADICIONAL: PRODUCTOS LIiPIDICOS FLUORESCENTES.
Considerando que el hierro es un prooxidante, se determiné hacer un analisis de

peroxidacion lipidica mediante la medicion de productos lipidicos fluorescentes en
ambos lados del puente y en los dos hemisferios del cerebelo para lo cual se utilizaron
la mitad de los animales que conformaron los grupos SB, Fe y Rfe. Se empleé la
técnica descrita por Triggs y Willmore (1984) modificada por Santamaria y Rios (1993).
Los resultados del andlisis de la huella impresa y las calificaciones obtenidas de la
prueba de la viga de equilibrio se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney
para grupos correlacionados, mientras que el analisis estadistico de las mediciones de
NA y de productos lipidicos fluorescentes se realizaron con un ANOVA simple y un post
hoc deTukey. En todos los casos, los niveles de significancia fueron establecidos en
P<0.05.
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‘Score = 4

Figura 6. Escala usada para la cuantificacion del déficit motor mediante la prueba de la
viga de equilibrio. Se evalta en una viga de madera (2 metros de largo, 2.5 cm de ancho)
dividida en 4 secciones. Las ratas sin déficit obtienen una puntuacion de 0 (a). Si el
animal amplia su base y presenta cuatro dedos fuera de la viga bilateralmente una
puntuacion de 1y 2 si cojea con alguna de sus extremidades posteriores (hipotonia). Un
animal con al menos 3 resbalones y/o 4 dedos fuera de la viga (unilateralmente) recibe
una puntuacion de 3 (b) mientras que animales con caidas o al menos 3 resbalos
recibieron una puntuacién de 4 (c). Si la rata que arrastra un miembro recibe un 5y
aquellas que incapaces de caminar reciben un 6 (f). Las puntuaciones recibidas cada
seccién se suman y se obtiene la puntuacion motora final. Los comportamientos que
alcanzan una puntuacién de 1 0 2 no son mostrados dado que no pueden ser apreciados
en unaimagen fija.
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RESULTADOS.

|. EFECTOS DE LA ABLACION CORTICAL MOTORA Y SOBRE EL DEFICIT
MOTOR, SOMATOSENSORIAL, EL LARGO, ANCHO, ANGULO DE LA ZANCADA Y
CONTENIDO DE NORADRENALINA EN PUENTE Y CEREBELO.

Después de que los cortes cerebrales coronales fueron procesados, se observo que la

cavidad correspondiente a la lesion inicia a -1.6 mm con referencia a bregma (FIGURA
7A) alcanzé su volumen maximo entre -2.56 a 2.80mm (FIGURA 7B) y terminé entre
3.14 mm y 3.60mm (FIGURA 7C) cubriendo la representacién cortical de los miembros

posteriores por completo, de acuerdo a Hall y Lindholm (1974).

Figura 7. Representacion esquematica mostrando la extension de la lesién (izquierda) y
microfotografias (10x) tomadas de las zonas equivalentes en un corte tipico (derecha). La
cavidad fue delineada en los esquemas equivalentes tomados del atlas estereotaxico de
Paxinos y Watson [27]. En ambos esquemas y microfotografias se observa que la lesion
fue circunscrita al area representativa del cortex motor de los miembros posteriores. En
A y C el borde del cértex motor primario esta afectado (M), mientras que en el area
lesionada, una porcion del cértex somatosensorial (B) fue igualmente afectada. Sin
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embargo, la escasez de efectos somatosensoriales sugiere que el tamafio de la lesion en
dicha area no es significativo.

La valoracién sensitiva no mostré ningn cambio adicional y por ese motivo los datos no
se muestran. En contraste, la valoracion motora mostrO un notorio y sostenido
incremento en el déficit motor en animales lesionados. Dichos cambios comenzaron 3
horas después de la cirugia (P < 0.001) logrando una puntuacién maxima a las 5 (P <
0.0001) y 6 (P < 0.0001) horas después de que la lesion fuera realizada (FIGURA 8).

5

* %
*%

, 5

Déficit motor

B 1 2 3 4 S 6

Tiempo posterior ala cirugia (dias)

Figura 8. Déficit motor temprano encontrado en ratas lesionadas y comparado con las
ratas SA. Después de 3 horas posteriores a la cirugia, los animales lesionados mostraron
importantes incrementos en el déficit motor. Tales efectos fueron observados por 4 horas
hasta que pasaron 6 horas posteriores a la cirugia. Los datos son expresados como
media +_s.e.m. mRegistro basal (B) realizado tanto a ratas SA como aratas AC; O Ratas
simuladamente operadas (SA); e Ratas lesionadas (AC); Andlisis U de Mann-Whitney
*P<_0.001, **P<_0.0001.

La actividad motora espontanea no mostrd ningun cambio significativo. Por otro lado, el
andlisis de la huella impresa mostr6 que los animales lesionados tuvieron una
disminucion significativa en la longitud de la zancada después de 6 horas (-8.00% + _
2.4; P< 0.001; FIGURA 9A) con un incremento concomitante en el angulo de la
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zancada (22.11% +_ 4.65; P<_ 0.003; FIGURA 9B), mientras que el ancho no mostré

ningun cambio significativo. Como se muestra en las figuras, la recuperacién se

observo 24 horas después de la lesion ya que el promedio del porcentaje de cambio

con respecto al basal no fue significativo cuando el grupo shaml fue comparado con el

AC. A patrtir de aqui, la recuperacion fue sostenida por 48 horas posteriores a la lesion.
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Figura 9. Parametros medidos en la huella impresa. Dado que el ancho del paso no
mostro ninguna diferencia significativa, tales datos no son presentados (A) porcentaje de
cambios con respecto al registro basal en la longitud medida cada 6 horas durante 48
horas posteriores a la cirugia. Se observé decremento después de 6 horas en las ratas
RAC. La recuperaciéon se observl 24 horas posteriores a la lesion y se mantuvo durante
las siguientes 24 horas. Los datos son expresados como media £ s.e.m. U de Mann-

Whitney (*P<0.05, **P<0.01). © ratas SA; ® ratas RAC. (B) Porcentaje de cambios con
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respecto al basal en el angulo del paso, donde un incremento significativo se observo 6
horas posteriores a la cirugia. Se observd la recuperacién 30 horas posteriores a la
cirugia, aunque después de las 24 horas se observo una diferencia marginalmente
significativa. La recuperacion se prolongo por al menos 48 horas. Los resultados son
expresados como media +_ s.e.m. U de Mann-Whitney (*P< 0.005, **P<0.01). C ratas SA;

® ratas RAC.

Cuando la media del contenido total de NA fue analizada en ambos lados del puente, se
encontr6 que 6 horas después de la cirugia las ratas AC mostraron incremento
significativo (en ng/g de tejido fresco) de NA (9.76+0.72) en el hemisferio derecho
cuando fueron comparadas con las SA después de 6 horas de la cirugia (6.54 + 0.79
sin muestra grafica). Este incremento también se observé en las ratas RAC (6.32 +
0.71) cuando se compararon con las sham después de 48 horas de la cirugia (6.76 +
0.87). El mismo patrén de cambio se encontré en el hemisferio izquierdo (P< 0.017;
FIGURA 10). No hubo diferencias significativas entre los niveles de NA encontrados en

ambos lados del puente en cada una de las ratas.
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Figura 10. Promedio del contenido total de NA pontina y cerebelar encontrada en ratas

Sham1l (S), ratas AC que fueron sacrificadas 6 horas después de la ablacion (6h) y ratas
RAC sacrificadas 48 horas posteriores a la lesion (48h), determinados en los lados
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derecho e izquierdo del puente y cerebelo. Se muestra un incremento de NA en las ratas
AC (6h) mientras que las ratas RAC (48h) mostraron niveles similares a las SA (ANOVA
simple, *P<0.05). Por otro lado no se detectaron diferencias significativas en los
hemisferios cerebelares (Derecho P=0.791, izquierdo P=0.522). Los datos son expresados
como media = s.e.m.

ll. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION INTRAPARENQUIMAL DE FeCl, SOBRE EL
DEFICIT MOTOR EVALUADO CON LA VIGA DE EQUILIBRIO, EL LARGO, ANCHO,
ANGULO DE LA ZANCADA Y CONTENIDO DE NORADRENALINA EN PUENTE Y
CEREBELDO.

Cuando los cortes cerebrales se observaron bajo el microscopio, se observé que la
trayectoria de la aguja a través de la cual el CSF o la soluciéon de FeCl, fue
administrada, estaba localizada en el cortex motor a una profundidad de
aproximadamente 1mm (FIGURA 11)

Figura 11. Fotomicrografia mostrando el sitio de microinyeccién en el cértex de dos
animales distintos (A) Corte representativo de una rata lesionada a dos dias posteriores a
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la inyeccion. (B) Corte representativo de una rata recuperada a 20 dias posteriores a la
lesion. Tincion de Nissl (10x) CA3: CA3 del hipocampo, T: punta de la canula. La barra de
escala en laesquina del lado izquierdo superior representa 500 um.

Por otro lado, las puntuaciones obtenidas en la viga de equilibrio fueron
significativamente mas altas en el grupo de ratas RF que las que se obtuvieron en el
grupo de ratas SB al dia 1 (P=0.0023), 2 (P=0.0001), 3 (P=0.0009), 4 (P=0.0010), 5
(P=0.0001), 6 (P=0.0126), 7 (P=0.0450), 8 (P=0.0014) y 9 (P=0.0019). Una vez que la
recuperacion se alcanzo a los 10 dias, ésta se mantuvo durante los siguientes 10 dias

después de alcanzada (FIGURA 12).
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Figura 12. Puntuaciones obtenidas de la prueba de la viga de equilibrio en ratas de sham
(circulos) y en ratas lesionadas (cuadrados). El déficit motor se incrementé desde el
primer dia de lesién en ratas lesionadas y la recuperaciéon se logré en el décimo dia. Esta
recuperacion se sostuvo durante los proximos diez dias. Las comparaciones fueron
realizadas utilizando la prueba de contraste U de Mann-Whitney (*P<_0.05, **P< _0.01, y

#xP<_0.001).
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Con respecto al analisis de la huella impresa (FIGURA 13), los animales dafiados
mediante administracién intraparenquimal de FeCl2 mostraron un aumento significativo
en el largo de la zancada durante los dias 2-3 después de la inyeccion (12-18%; p <
0.0086) y un decremento en el angulo de la zancada en los dias 2 (-5.24 + 3.08; p <
0.013), 3 (-8 % + 3.13; p < 0.021), 4 (-5.5 % £ 2.87; p<0.014) y 5 (-3.3% £+ 1.19; p <
0.007).
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Figura 13. Parametros medidos en la huella impresa. Los datos referentes al ancho de la
zancada no se presentan debido a que no mostraron diferencias significativas. En
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términos generales, se observa una variabilidad muy amplia en los valores del largo y el
angulo en ambos grupos (A) porciento de cambio con respecto a la linea base en la
longitud de la zancada, medida cada 24 horas durante 20 dias post-lesiéon. Se observa un
incremento importante después de dos dias y la recuperacion sobrevino 15 dias después
de la lesién, aunque se observaron unas secuelas tardias en los dias 13 y 15. Los
resultados estan expresados como media * e.s.m. U Mann-Withney (* p < 0.05, ** p < 0.01)
o grupo SB; e grupo AC. (B) Porciento de cambio con respecto a la linea base en el
angulo de la zancada, donde se observé un decremento significativo dos dias después
de la lesién. La recuperacion se observo a los seis dias post-lesién, aunque también se
observ+6 una secuela tardia en el dia 16. Los resultados estasn expresados como media
*+ e.s.m. U Mann-Withney (* p < 0.05, ** p < 0.01) o grupo SB; e grupo AC.

Los niveles totales de NA en el puente fueron drasticamente reducidos a niveles
indetectables en ambos lados de esta estructura en el grupo de ratas Fe (Lado derecho
F2.18=5.24 P=0.0161; FIGURA 14), mientras que en el cerebelo el contenido de NA fue
significativamente mas bajo en ratas Fe y los niveles de ratas RFe no fueron
significativamente diferentes cuando fueron comparadas con los animales del grupo
sham2 (lado derecho F2.18 =10.20, P=0.0005; lado izquierdo F2.18=6. 12, P=0.0182;
Figura 15).
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Figura 14. Contenidos totales de noradrenalina (NA) encontrados en el puente. Se
observo una disminuciéon importante en ambos lados del puente, en las ratas lesionadas
y sacrificadas dos dias posteriores a la inyeccion de FeCl2, mientras que los niveles de
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NA fueron similares en ratas SB y ratas recuperadas que fueron sacrificadas 20 dias
posteriores a lainyeccion de FeCl, (post hoc Tukey **P<0.01).
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Figura 15. Contenido de noradrenalina (NA) cerebelar que muestra disminucion de NA en
ambos hemisferios cerebelares en ratas lesionadas y sacrificadas 2 dias después de la
inyeccion de FeCl, (Fe) mientras que no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos SB y recuperados (RFe), que fueron sacrificados a 20 dias posteriores a la
inyeccién de FeCl, (post hoc Tukey *P<_0.01).

Los niveles de productos lipidicos fluorescentes en ambos lados del puente fueron
hallados elevados en los animales del grupo Fe en comparacion con los de los grupos
SB y Rfe (lado derecho p=0.0207; lado izquierdo p=0.0161; FIGURA 16). Por otro lado,
ningun cambio en los productos lipidicos fluorescentes fue observado a nivel cerebelar

(datos no mostrados).
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Figura 16. Productos lipidicos fluorescentes encontrados en ambos lados del puente.
Los niveles se observan incrementados significativamente en las ratas sacrificadas dos
dias después de la lesién (Fe), mientras que en las ratas RFe no se observa ningun
cambio con respecto al control SB. Tuckey (** p<0.01).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES: ]
|. MODELO DE LESION CORTICAL AGUDA INDUCIDO POR ABLACION.

El analisis de la huella impresa mostré que el desempefio motor se recupera después
de 24 horas a diferencia de lo reportado en la mayoria de los articulos relacionados, en
los que la mejoria motora se logra de 4 a 6 dias posteriores a la lesion (Brailowsky y
cols., 1986a) Esto puede ser debido a la extension de la lesion que en este trabajo se
practic6 a los animales delimitando el dafio al area motora y evitando el del area
somatosensorial. Esta es una ventaja considerable porque nos permite estudiar los
mecanismos de recuperacion en un corto periodo de tiempo. En este contexto, el
andlisis de la huella impresa y la valoracion temprana mostraron que cuando las ratas
expresaron los efectos mas fuertes de la lesion, los niveles totales de NA pontina fueron
elevados y cuando los animales se recuperaron estos niveles se hallaron similares a los
encontrados en las ratas sham.

Se sabe que la inervacion desde el locus coeruleos (LC) al cértex motor (MCX) es
ipsilateral (Steindler, 1981), por lo que se espera que una lesion en el MCX produzca un
efecto ipsilateral en el LC. De cualquier manera, se encontré un incremento de NA en
ambos lados del puente. Existe evidencia de que los efectos conductuales de la lesion
cortical motora resulten de una depresién funcional en areas cerebrales remotas
intactas pero relacionadas con el sitio lesionado. Si el incremento de NA encontrado es
parte de alguna depresion funcional, se posible que representen un mecanismo de
autoinhibiciébn nodradrenérgica pontina. Las observaciones farmacolégicas sugieren
gue la inhibicién de NA liberada en células diana postsinapticas puede ser mediada por
los adrenoreceptores alfa-2 (Washburn y Moises, 1989; Nasseri y Minneman, 1987)
ampliamente distribuidos en las neuronas del LC. Asi, el enlace de NA a estos
receptores en el LC, cuyos niveles se encontraron elevados en este estudio, podria
producir el decremento de liberacion de NA en el cerebelo, como se ha descrito
después de la lesion del MCX (Krobert y cols., 1994). Especificamente, el receptor
subtipo alfa-2A podria estar involucrado, ya que se encontr6 en el 100% de las

neuronas del LC de las ratas (Smeets y Gonzalez, 2000) y se ha reportado que un

61



agonista de este receptor inhibié la liberacion de NA en un 96% (Bucheller y cols.,
2002).

La accion inhibitoria de la NA también se ha observado en otras areas del cerebro, tales
como la inhibicidn de la acetilcolina en el nucleo tegmental (Hobson y McCarley, 1977).
Aunque encontramos que el contenido total de NA se altera 6 horas después de la
lesion, en este trabajo se provee de evidencia de que la inhibicién remota del puente
podria empezar tan pronto como pasan 3 horas posteriores a la realizacién de la lesion
cerebral, ya que las evaluaciones motoras tempranas mostraron déficits motores
durante este periodo de tiempo. Sin embargo, una limitacion del método empleado para
la evaluacion motora temprana es que la valoracibn es menos cuantitativa que el
analisis de la huella impresa, la cual es una valoracion a largo plazo. Esta es la razén
por la que fue necesario el usar ambos tests complementarios.

Por otro lado, no esta claro como el dafio unilateral cortical resulta en un incremento
bilateral de los niveles totales de NA en el puente, ya que la inervacion entre el LC y el
cortex es predominantemente ipsilateral (Steindler, 1981). Es posible que los efectos de
la lesion unilateral en el MCX ejerza una influencia en ambos lados del puente (Krobert
y cols., 1994). En cambio, la inervacion del LC hacia el cerebelo es bilateral (Room y
cols., 1981) y los efectos de la lesion cortical sobre el cerebelo podrian dirigir a efectos
bilaterales retrogrados dentro del LC. Sin embargo, no observamos cambios en los
niveles de NA cerebelar. La mayoria de los estudios han mostrado que la NA cerebelar
esta involucrada en los mecanismos que dirigen la recuperacion. Se ha reportado
decremento de NA cerebelar después de la lesion cortical (Boyeson y Krobert, 1992;
Krobert y cols., 1994) y estos niveles vuelven a los valores normales cuando se
administra anfetamina (Room y cols., 1981). También se ha reportado que las
infusiones de NA cerebelar facilitan la recuperacién después de una lesion en el cortex
sensoriomotor. Estos resultados apoyan la idea de que el cerebelo cuenta con un
mecanismo mediado por la NA para lograr la recuperacion después de una lesion
cerebral.

La ausencia de cambios en el contenido de NA cerebelar en nuestros experimentos
sugiere que la actividad noradrenérgica cerebelar relacionada con la recuperacion

después de la ablacién cortical motora esta confinada a regiones discretas, tales como
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el cortex cerebelar. Se sabe que las porciones ventrales y dorsales del LC inervan a
todas las neuronas del cértex cerebelar y en menor medida, a los ndcleos cerebelares
profundos (Schambra y cols., 2005; Schweighofer y cols, 2004).

Nuestros resultados sugieren que la diasquisis esta involucrada porque se observa la
presencia de una lesidn cerebral circunscrita, una base neuronal para la depresion
funcional, la participacion de una estructura remota relacionada con el sitio de lesion (el
puente), relaciones anatdbmicas entre el puente la la corteza y el proceso es reversible
(Feeney y Baron, 1986), como fue observado por el analisis de la huella impresa y el
contenido de la NA después de 48 horas de la cirugia de lesion. Asi, demostramos que
la NA pontina se incrementa en animales después del dafio cerebral y esto es
concomitante con un incremento en el déficit motor. Por otro lado encontramos que
cuando las ratas se recuperan y el desempefio motor se vuelve norma, los animales
mostraron niveles de NA pontina muy similares a aquellos encontrados en ratas sham
después de 48 horas de la cirugia, sugiriendo la existencia de un papel importante del
puente en la inhibicion cerebelar después de la lesion cortical, previamente reportada
por otros. Por lo tanto, la falta de efectos en el contenido de NE cerebelar abre la
necesidad de buscar areas cerebelares especificas relacionadas con la recuperacion
posterior a la lesion cortical cerebral.

La relevancia de este estudio acerca de los mecanismos bioquimicos que llevan hacia
la recuperacién después de una lesidén cerebral es que esta informacion es un factor
determinante para el desarrollo de estrategias farmacologicas que mejoren la
recuperacion en humanos. Debe notarse que los resultados de la experiencia clinica
son muy similares a aquellos observados en animales experimentales (Goldstein, 2000)
sugiriendo que los mecanismos observados en la investigacion basica son comparables
entre la rata y el hombre. Es por esto que deberia de considerse el uso clinico agonistas
y antagonistas noradrenérgicos tales como antidepresivos y ansioliticos en humanos
después de un evento cerebrovascular o traumatismo craneoencéfalico, ya que estos
farmacos podrian aliviar o extender la depresion funcional remota, facilitando o
dificultando la recuperacion funcional. Se requiere de mas estudios con el objetivo de
dilucidar con detalle los mecanismos subyacentes a la recuperacién cerebral tras la

lesion. Particularmente, el papel especifico del LC en la depresion funcional

63



noradrenérgica debe ser aclarado. Por ahora, con este estudio se ha provisto de
evidencias de que el incremento de NA pontina esta intimamente relacionada con el
déficit motor producido por una lesién cortical motora. De cualquier manera es
necesario proveer evidencias sobre una correlacion mas precisa entre la NA y la
recuperacion usando otros métodos neuroquimicos, tal como el muestreo de

microdidlisis in vivo.

ll. MODELO DE LESION CORTICAL CRONICA INDUCIDA POR INYECCION
INTRAPARENQUIMAL DE FeCls,.

Hay una variedad de generadores de peroxidacion lipidica (PL) en el cerebro, tales
como el cobre (Becaria y cols., 2006), el zinc (Frazzini y cols., 2006), el ozono
(Escalante-Membrillo y cols., 2005) y el hierro (Halliwell y Gutteridge, 1997) y se ha
demostrado que las lesiones oxidativas en las sinapsis pueden alterar el transporte, la
liberacion y la recaptura de neurotransmisores en las neuronas produciendo
disfunciones del sistema nervioso central (SNC) (Rafalowska y cols., 1989). Una
inyeccion intraparenquimal de FeCl, induce un cambio sistematico en la expresion
genética, aun en sitios remotos del cerebro (Hironishi y cols., 1999). Existen algunas
lineas de evidencia que sugieren que el hierro férrico como el FeCl, (en vez del hierro
ferroso) tiene una elevada actividad pro oxidante (Maharaj y cols., 2003). Nuestros
resultados muestran que la PL se incrementa en el puente 48 horas después de la
administracion de FeCl, en la MCX, por lo que se propone que la PL es una
consecuencia directa de la PL producida en la MCX, ya que el radical superéxido (O2-)
generado puede propagarse desde el sitio de su transformacion a otras areas remotas y
conducir hacia la disfuncion neuronal (Halliwell y Gutteridge, 1984; Obata, 2002;
Yamasoba y cols., 1999).

El estrés oxidativo puede ser el responsable de la dramética caida de NA observada en
el puente de las ratas lesionadas. Como ya se ha mencionado, hay relaciones
anatdmicas entre la MCX y el puente (Waterhouse y cols., 1983). El LC es el principal
reservorio noradrenérgico del SNC (Aston-Jones y cols., 2000) y esta localizado en el
puente. Es posible que la PL que se origina en la MCX conduzca al dafio de las

proyecciones de los axones del LC. Este dafio podria afectar al soma por regeneracion
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retrograda y modificar la produccién de NA en las neuronas del LC un tiempo después
de producido el dafio, se encargarian de la produccion de proteinas estructurales con el
fin de reconstruir las terminales muertas. Se encontré también que el agotamiento de
NA se refleja también en el cerebelo, aunque en la ausencia de PL en esta estructura.
Se ha reportado en otros estudios la disminucion en el contenido total de NA cerebelar
posterior a la lesion cerebral (Gonzalez-Pifia y cols., 2003; Krobert y cols., 1994),
sugiriendo que estos efectos son mediados por alteraciones en el puente, dado que las
relaciones anatémicas entre el puente y el cerebelo han sido bien establecidas
(Steindler, 1981). Todas estas observaciones coinciden con un incremento en el déficit
motor, el cual vuelve a la normalidad 20 dias después de haberse realizado la lesion. La
PL y el contenido de NA en el cerebelo y el puente son similares entre las ratas sham?2
y en las recuperadas. Es posible que persista algun dafio en la MCX de las ratas
recuperadas ya que las observaciones histolégicas mostraron que la introduccion de la
aguja llevd a un trauma tisular. De cualquier manera, las funciones del puente y del
cerebelo parecen estar reestablecidas y esto correlaciona con la recuperacion de la
funcion. En este modelo también se observd una depresion remota o diasquisis
posterior a la lesion producida por FeCl, que también afecté a ambos lados del puente
y el cerebelo. La diasquisis ha sido utilizada para explicar los efectos conductuales de
una lesién cortical que afecta al cerebelo (Serteser y cols., 2001; Thomas y cols., 2000).
Aunque también se han descrito cambios plasticos en zonas adyacentes al sitio de la
lesion y también en el cerebelo (Levin y cols., 1995) y el puente (Gonzalez-Pifia y cols.,
2006), los mecanismos involucrados todavia no estan bien comprendidos. Nuestros
resultados sugieren que dichos mecanismos pueden estar mediados por estrés
oxidativo que se produce posterior a la lesion y en el caso de la lesion de MCX, los
efectos cerebelares podrian explicarse por una depresion a nivel pontino.

Como se ha mencionado, es importante continuar con estudios sobre los mecanismos
gue subyacen a la recuperacion funcional después del dafio cerebral, pues permitiran
dilucidar los mecanismos que conducen a la recuperacion y desarrollar terapias
farmacoldgicas que mejoren el beneficio de la rehabilitacion para pacientes hemipléjicos

y afasicos.
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I1l. COMPARACION ENTRE AMBOS TIPOS DE LESION.

Los resultados obtenidos muestran que las variaciones en las lesiones cerebrales
inducen efectos diferenciales sobre la NA pontina y cerebelar, ademas de los
parametros de la huella. En el caso de la ablacion cortical, el contenido de NA se elevo
6 h después de la cirugia y cuando los animales se recuperaron, la NA pontina se
encontré en niveles similares a los hallados en las ratas Sham después de 48 h de la
cirugia. Por otro lado, la NA se hall6 completamente agotada en el puente dos dias
después de que los animales fueron dafiados con FeCl2, mientras que después de 20
dias de realizado el dafio los niveles de NA se encontraron normales. Esto se observo
en ambos lados del puente. Se sabe que la inervacién del LC a la MCx es ipsilateral 14,
por lo que se esperaria que un dafio en la MCx produzca un efecto ipsilateral sobre el
LC. Sin embargo, los cambios de NA se observaron en los dos lados de puente, lo que
sugiere la existencia de una retroalimentacién entre ambos lados pontinos. Hay fuerte
evidencia de que los efectos conductuales del dafio cortical motor resultan de una
depresion funcional en areas cerebrales remotas e intactas, pero relacionadas con el
sitio dafiado, concepto conocido como diasquisis (Serteser y cols., 2001). Esto parece
ser aplicable en el caso de una lesidon cronica donde la NA disminuye cuando la secuela
motora es mas alta. En el caso de la lesion aguda (ablacion cortical), el incremento de
NA en el puente pudiera también ser parte de esa depresion funcional, ya que la NA
podria poseer un mecanismo autoinhibitorio dentro del puente como ha sido propuesto
previamente (Gonzélez- Pifia y cols., 2006).

Nuestros resultados sugieren que la diasquisis esta involucrada, sin importar los
mecanismos implicados, debido a que ambos modelos de lesion representan un dafio
cerebral circunscrito, caracteristica afiadida a la existencia de una base neuronal para
explicar esta depresion funcional, la participacion de una estructura remota relacionada
con el sitio de la lesion (el puente), relaciones anatomicas entre el puente y la corteza, y
ademas el proceso es reversible (Feeney y Baron, 1986). En este contexto, los estudios
farmacolégicos sugieren que la inhibicion de la liberacion de NA en las células post-
sinapticas podria estar mediada por los adrenoceptores a2 (Washburn y Moises, 1989;
Nasseri y Minneman, 1987) ampliamente distribuidos en las neuronas del LC. De esta

manera, el enlace de la NA pontina a estos receptores podria producir la disminucién en
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la liberacion cerebelar de NA reportada después del dafio en la MCx (Krobert y cols.,
1994) Especificamente, el receptor involucrado podria ser el a2A, que se encuentra en
100% de las neuronas de LC de la rata (Smeets y Gonzalez, 2000) y se ha reportado
que un agonista a2 inhibe la liberacion de NA en 96%.26 La accion inhibitoria de NA
también ha sido observada en otras areas cerebrales, tal como la inhibicion colinérgica
mediada por NA en los nucleos tegmentales (Hobson y McCarley, 1977). Entonces,
nuestros resultados muestran que se esta frente a dos mecanismos de diasquisis: Uno
podria estar mediado por la deplecién de la NA pontina, quiza como consecuencia de la
reconstruccion de los circuitos dafiados por el estrés oxidativo derivado de la
administracion de FeCl2. Es posible que en este caso las neuronas noradrenérgicas
sinteticen proteinas estructurales en lugar de NA, para reconstruir los axones dafiados.
Por otro lado, el dafio agudo produce un incremento de NA que también podria dirigir a
la inhibicion, esta vez mediado por los receptores alfa. Ambos mecanismos producen
alteraciones motoras que son consistentes con la evaluacion motora. El analisis de la
huella mostré que el largo de la zancada disminuy6 en los animales del grupo AC, pero
se incrementd en los animales Fe, cuando los niveles de NA se incrementaron vy
disminuyeron, respectivamente. También se observo que el angulo de la zancada se
incrementd en los animales CA mientras que disminuyo en las ratas Fe. Entonces es
aparente una relacion negativa entre el contenido de NA pontina y el largo de la
zancada, mientras que una relacion positiva entre el contenido de NA y al angulo de la
zancada parece estar presente (Bueno- Nava y cols., 2008).

No esta claro como el dafio cortical unilateral resulta en un incremento bilateral de NA
pontino, ya que la inervacién entre el LC y la corteza es predominantemente ipsilateral
(Steindler, 1981). Es posible que los efectos del dafio unilateral en la MCx tengan una
influencia en ambos lados del puente (Krobert y cols., 1994) En cambio, la inervacion
del LC al cerebelo es bilateral (Room y cols., 1981) y los efectos de la lesion de MCx
sobre el cerebelo pueden llevar a efectos retrogrados bilaterales dentro de las neuronas
del LC. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles cerebelares de NA. La
mayoria de la literatura ha mostrado que NA cerebelar estd involucrada en los
mecanismos que participan en la recuperacion, por ejemplo, una disminucion NA

cerebelar se ha reportado después de la lesién cortical ( Boyeson y cols., 1992; Krobert
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y cols., 1992) y esos niveles retornan a los valores normales cuando se administra
anfetamina (Goldstein, 1999; Boyeson y cols., 1992). También se ha reportado que las
infusiones de NA en el cerebelo facilitan la recuperacién después del dafio cortical
sensoriomotor (Boyeson y cols., 1992). Estas observaciones apoyan la existencia de un
mecanismo cerebelar mediado por NA, mecanismo que lleva a la recuperacién después
del dafio cerebral (Rios- Romenets y cols. 2007). La ausencia de cambios en el
contenido de NA cerebelar encontrada en ratas con ablacion sugiere que la actividad
noradrenérgica en el cerebelo relacionada con la recuperacion esta delimitada en
regiones discretas como podria ser la corteza cerebelar. Se sabe que las porciones
dorsal y ventral del LC inervan a las neuronas de la corteza cerebelar y, en menor
extension, a los nucleos cerebelares (Schambra y cols., 2005; Schweighofer y cols.,
2004). Sin embargo, la extension del dafio podria amplificarse en el caso de una lesion
cronica, debido a que las ratas dafiadas con hierro mostraron una importante
diminucion de NA después de dos dias post-lesion. De esta forma, en este trabajo se
demuestra que las alteraciones motoras dependen del tipo de dafio y que la inhibicion
funcional remota podria estar mediada por efectos diferenciales sobre la NA pontina.
Por otro lado, se encontr6 que cuando los animales se recuperan del dafio motor,
muestran niveles de NA pontina muy similares a los encontrados en ratas Sham 48 h
después de la cirugia, sugiriendo un papel importante del puente en la inhibicién
cerebelar después del dafio cortical. Asimismo, la carencia de efectos sobre el
contenido cerebelar de NA después de la ablacion abre la necesidad de investigar
areas cerebelares especificas relacionadas con la recuperacion después del dafio
cortical. Esto también aplica a la dimension cerebelar global observada después del
dafo inducido por FeCl2, ya que una deplecidon generalizada de NA podria dirigir a una
disfuncion conductual mayor, tales como sintomas ataxicos y alteraciones en el
balance. La relevancia de este estudio acerca de los mecanismos bioquimicos que
conducen a la recuperacion después del dafio cerebral es pertinente para el desarrollo
de estrategias farmacoldgicas que mejoren la recuperacion en humanos. Debe notarse
que los resultados obtenidos en experiencias clinicas son muy similares a los
observados en los animales experimentales,34 sugiriendo que los mecanismos basicos

de recuperacion también son parecidos entre la rata y el humano.
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Finalmente debe considerarse que el uso clinico de agonistas y antagonistas
noradrenergicos en humanos con secuelas de dafo cerebral, tales como antidepresivos
y ansioliticos, podrian acortar o alargar el tiempo en el que la depresion neuronal
remota ocurre, facilitando o dificultando a la recuperacion funcional. Mas estudios son
necesarios a fin de esclarecer los mecanismos detallados subyacentes a la
recuperacion cerebral después del dafio. En particular el papel especifico del LC en la
depresién funcional noradrenérgica debe de ser estudiado.
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Abstract Norepinephrine (NE) plays an important
role in motor recovery after brain damage. Most
studies concerning NE activity have been performed
in the cerebellum, while the role of the pons, the site
where the norepinephrinergic locus coeruleus is
located, has not yet been elucidated. For this work,
we studied the changes in cerebellar and pontine NE
content in sham-operated (n =17), motor cortex
injured (n = 6) and recovered rats (n = 12). Motor
effects were assessed by means of footprint analysis
and sensorimotor evaluation. It was found that after
cortical brain damage, the stride length decreases while
the stride angle increases after 6 h post-surgery, while
the sensorimotor evaluation showed an increase in the
motor deficit. Recovery was observed after 24 h. NE
content increased in the pons after 6 h and returned to
normal levels in recovered rats, with no significant
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changes observed in the cerebellum. Based on the
functional remote inhibition, it is possible that NE
exerts an autoinhibitory effect in the pons after motor
cortical ablation. On the other hand, the absence of an
effect in the cerebellum suggests that cerebellar NE
activity related to damage and/or recovery is limited to
discrete areas of the structure.

Keywords Norepinephrine - Brain injury - Pons -
Cerebellum - Diaschisis

Introduction

Recovery from hemiplegia has been documented in
both experimental animals [1, 2] and humans after
stroke [3]. It has been suggested that norepinephrine
(NE) plays an important role in the recovery after
brain insult [4]. Administration of D-amphetamine
enhances recovery [5], and intraventricular infusion
of NE [6] or l-threo-3,4 dihydroxy-phenyl-serine, a
NE precursor [7], protects from the effects of motor
cortex injury. The cerebellum has been the structure
most often studied [8] in which a NE decrease after
motor cortex ablation has been observed [9, 10]. This
fact seems to be part of a functional depression of
metabolic processes in the cerebellum, a remote and
intact brain area related with the injured site, a
phenomena known as diaschisis. Since NE seems to
be involved in such a depression, the NEergic locus
coeruleus (LC) is then also implicated. The LC is
located adjacent to the fourth ventricle in the
pontine brainstem [11] and it is the primary source
of NE in the central nervous system [12]. Several
lines of evidence indicate that spontaneous functional

@ Springer



1444

Neurochem Res (2006) 31:1443-1449

recovery from hemiplegia is mediated, in part, by LC
NEergic mechanisms [13, 14]. For example, lesions in
the LC result in a difficult recovery period after
brain injury [15], while administration of yohimbine
and idaxozan, two o2-adrenoceptor antagonists that
enhance LC NEergic input, accelerate the rate of
recovery [16]. Conversely, clonidine, prazosin and
phenoxibenzamine, drugs that decrease LC NEergic
transmission, result in a difficult recovery and restore
deficits in animals previously recovered from cortical
injuries [16, 17]. Moreover, anatomical relationships
between the LC and cortex [18] and the LC and
cerebellum [19] have been described, suggesting that
cerebellar NE depletion found in cortically injured
animals may be mediated by NE changes in the LC.
However, the condition of the cerebellar and pontine
NE contents after cortical ablation and after recov-
ery is achieved is not currently known. Thus, the aim
of this work was to measure the cerebellar and
pontine NE levels in non-injured, injured and recov-
ered rats after motor cortical ablation.

Experimental procedure

We used 35 male wistar rats (weight 280-300 g)
provided by the vivarium of Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia MVS, where they were
reared (courtesy of MVZ Rodolfo Perez Madrigal).
Animals were fed with Purina rodent laboratory
chow and maintained on a 12-12 light—-darkness
schedule.

Rats were adapted to the laboratory conditions at
least 1 week prior to the surgeries. During this time,
rats were handled daily in order to habituate them to
the experimental manipulations, and a training proto-
col was performed in order to obtain their footprints,
as described by Gonzalez-Pina et al. [20]. Rats were
treated according to the Guide for the Care and Use of
Experimental Animals [21]. We used the minimal
possible number of animals using bioethical and
statistical criteria, according to Festing [22].

Once training was completed, a basal recording of
the footprint was performed. Immediately after that,
animals were anesthetized with Ketamine—Xylazine
(100 mg/kg-5 mg/kg). Then, the rats were mounted in a
stereotaxic frame (David Kopf). The skull was exposed
by means of an incision on the scalp and a trephine
hole was made (1 mm diameter, approximately). The
meninges were cut using the tip of a syringe needle.
Seventeen rats were sham-operated, while 18 were
injured by means of the aspiration of the tissue of the
right motor cortex representative of the hindlimb [23],

@ Springer

located in the following coordinates: posterior 2 mm
and lateral 2 mm with respect to the bregma. Aspira-
tion was performed using a vacuum pump (Stoelting
6C) coupled to a glass pipette (1 mm diameter).
Finally, the scalp was sutured with catgut No. 00 and
postoperative care was provided as recommended by
Gonzalez-Pina and Escalante-Membrillo [24]. Nearly
1 h after the ablation was performed, the rats were
fully awakened and the motor evaluations were
performed.

Six of the injured rats and six of the sham-operated
were recorded from one time before surgery and again
3 h after that the surgery was performed. Then, records
and scores were taken every hour for 4 h, which
corresponded to 6 h post-surgery. These animals were
evaluated using a sensorimotor evaluation protocol
according to Garcia et al. [25]. These methods evalu-
ations were used to assess the animals because the
recording time is shorter than that required for
footprint analysis and therefore are more adequate to
measure the early sensorimotor effects of the cortical
ablation. Sensorimotor evaluation consisted in the use
of four tests [25]. Symmetry in the movements of four
limbs (SMFL) and climbing (C) evaluated motor
performance, while response to vibrissae touch
(RVT) and body propioception (BP) evaluated sensory
aspects (see ref. [25] for details). The feasibility and
reliability of this examination have been described by
Pantoni et al. [26]. Finally, animals were sacrificed in
order to analyze NE content.

The remaining 12 injured and the 11 sham-operated
rats were recorded exclusively for the footprint anal-
ysis 6 h after surgery and every 6 h after that for 48 h,
according to the method of Gonzalez-Pina et al. [20].
After the behavioral assessment was performed, all
rats were sacrificed by decapitation. Animals were
currently sacrificed between 18:00 and 19:00 h in order
to avoid NE variations due to the circadian rhythm.
The brain was removed and placed on a cool plate in
order to extract the pons and cerebellum, which was
divided into right and left sides each. Tissue was
collected in teflon tubes and a solution of 0.5 ml of
perchloric acid 0.4 N containing 0.1% w/v of sodium
metabisulfite was added. Then the tissues were homog-
enized and centrifuged at 15,000 rpm for 10 min at
4°C. The supernatant was filtered and stored at —70°C
for chromatographic analysis. The content of NE was
analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC, Perkin-Elmer LC-250) coupled to a metrohom
electrochemical detector. The peaks were sent to a
computer with a Perkin-Elmer 1020 Plus program. In
order to determine the concentrations of NE, the
chromatograms of the samples were interpolated with
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the chromatogram obtained from four standard sam-
ples, whose NE concentrations were known. An
analytical column for catecholamines was used (ALL-
TECH, adsorbosphere C18 100 x 4.8 mm, 3 um of
particle size). The mobile phase utilized consisted of a
phosphate buffer solution (0.1 mM, pH 3.2) that
contained (in mM): sodium octyl sulfate (0.2), EDTA
(0.1) and methanol (15% v/v). The flow rate employed
was 1.2 ml/min while the potential was set at 0.65 V
against a reference electrode of Ag/AgCL

The encephalus was placed in a 10% formalin-
buffer solution in order to delineate the lesion by
means of the Kluver-Barrera stain. Following obser-
vation by light microscopy, the cavity was outlined
on schemes taken from the Paxinos and Watson’s
stereotaxic atlas [27].

From the sensorimotor evaluation, comparisons were
made between sham and motor ablation groups using a
non-correlated Mann—Whitney’s U test. From the foot-
prints, we analyzed the percent of change with respect to
baseline in the length, width and the angle of the stride.
Comparisons between groups were also analyzed by
means of a non-correlated Mann—Whitney’s U test. NE
analysis was performed by means of a one-way ANOVA
and a pos hoc Tukey test. In all the cases, significant
levels were set to P < 0.05.

Results

After the cerebral coronal slices were processed, we
observed that the cavity corresponding to the lesion
started —1.6 mm from the bregma (Fig. 1A), increased
to a maximum between -2.56 mm and -2.80 mm
(Fig. 1B), and then decreased to a final size between
-3.14 mm and -3.60 mm (Fig. 1C), covering the entire
motor hindlimb cortical representation, according to
Hall and Lindholm [23].

Sensitive assessment did not show any additional
changes (data not shown). However, motor assessment
showed a notorious and sustained increase in the motor
deficit in injured animals. Such changes started 3 h
after the surgery (P <0.001), achieving a maximal
score 5 (P < 0.0001) and 6 (P < 0.0001) hours after that
the lesion was performed (Fig. 2).

Footprint analysis showed that injured animals had
a significant decrease in the stride’s length after 6 h
(-8.00% + 2.4; P <0.001; Fig. 3A), with a concomi-
tant increase in the stride’s angle (22.11% =+ 4.65;
P <£0.003; Fig. 3B), while the stride’s width did not
show any significant change. As shown in the figures,
recovery was observed 24 h after injury, since the
mean percentage of change with respect to the

Fig. 1 Schematic representation showing the extent of the lesion
(left), and microphotographs (10x) taken from the equivalent
places in one typical slice (right). After the microscopic
observations were performed, the cavity was outlined on the
equivalent schemes taken from the Paxinos and Watson’s
stereotaxic atlas [27]. It is observed in both, schemes and
photomicrographs, that the lesion was circumscribed to the
motor cortex in the hindlimb representative area. In A and C the
primary motor cortex border is affected (M), while in the injured
area, a portion of the somatosensory cortex (B) was also
affected. However, the lack of somatosensorial effects suggests
that the size of the lesion in such an area is not significant

*%
*%k

,| 3z =

Motor deficit

B 1 2 3 4 5 6
Post-surgery time (h)

Fig. 2 Early motor deficit found in injured rats and compared
with sham-operated rats. After 3 h of surgery, the injured
animals showed important increases in motor deficits. Such
effects were observed for 4 h until 6 h post-surgery had passed.
Data are expressed as mean + s.e.m. B Basal record (B) prior to
either sham or injury surgeries; O Sham operated rats; e injured
rats; Mann—Whitney’s U test *P < 0.001, **P < 0.0001
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Fig. 3 Parameters measured in the footprints. Since the stride’s
width did not show any significant differences, such data are not
presented. (A) Percent of change with respect to baseline in the
stride’s length, measured every 6 h for 48 h post-surgery. An
important decrease after 6 h in injured animals was observed.
Recovery was observed 24 h post-lesion and was maintained
over the next 24 h. Data are expressed as mean + s.e.m. Mann—
Whitney’s U (*P < 0.05, **P < 0.01). O Sham operated rats; o
injured rats. (B) Percent of change with respect to baseline in the
stride’s angle, where a significant increase after 6 h post-lesion
was observed. Recovery was observed 30 h post-lesion, although
after 24 h a marginally significant difference was observed.
Recovery was sustained for at least 48 h. Results are expressed
as mean + s.e.m. Mann-Whitney’s U (*P < 0.05, **P < 0.01) .O
Sham operated rats; e injured rats

baseline was not significant when the sham group
was compared to the injured one. Such a recovery
was sustained for 48 h post-lesion.

When the mean total content of NE was analyzed
in either the right or left pontine sides, it was found
that rats 6 h after injury showed a significant increase
(in ng/g of fresh tissue) in NE (9.76 + 0.72) in the
right hemisphere when they were compared with
sham-operated after 6 h of surgery (6.54 + 0.79, not
shown in plot), sham-operated after 48 h of surgery
(6.76 = 0.87) and recovered rats (6.32 + 0.71). The
same pattern of change was found in the left
hemisphere (P < 0.017; Fig. 4). There were no sig-
nificant differences between NE levels found in both
pontine sides in each individual rat.
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Fig. 4 Mean total content of pontine and cerebellar norepi-
nephrine found in sham-operated rats sacrificed 48 h after of
surgery (S), rats injured and sacrificed 6 h post-lesion (6 h) and
rats injured and sacrificed 48 h post-lesion (48 h). Determina-
tions were performed separately in the right and left side of the
pons and in the left and right hemispheres of the cerebellum. The
right and left sides in the pons of injured rats (6 h) showed an
increase in NE, while such levels in recovered rats (48 h) were
close to those of the sham-operated rats (One-way ANOVA,
*P < 0.05). On the other hand, significant differences in the
cerebellar hemispheres (Right P = 0.791, left P = 0.522) were
not detected. Data are expressed as mean =+ s.e.m

Therefore, cerebellar NE content did not show any
significant difference between the right (P < 0.723) and
left (P £ 0.565) hemispheres.

Discussion

Footprint analysis showed that motor performance is
recovered after just 24 h, unlike most of the literature,
in which motor recovery is achieved 4-6 days post-
lesion [1]. This could be due to the extent of the
discrete lesion that we used, limiting damage to the
somatosensory area. This is a considerable advantage
because it allowed us to study the recovery mecha-
nisms in a short period of time. In this context,
footprint analysis and early motor assessment showed
that when rats expressed the strongest injury-induced
effects, pontine NE content was elevated, and when
animals recovered, pontine NE content was found to
have returned to levels similar to these found in sham-
operated rats after 48 h of surgery.

It is known that innervation from the LC to the
motor cortex (MCX) is ipsilateral [19]. So, it is to be
expected that an injury in the MCX will produce an
ipsilateral effect on the LC. However, we found an
increase in NE in both sides of the pons. There is
strong evidence that behavioral effects of motor
cortical injury results from functional depression in
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remote but intact brain areas related with the injured
site [28]. If NE increase in pons is part of such
functional depression, we propose that this fact repre-
sents a norepinephrinergic pontine autoinhibitory
mechanism. Pharmacological observations suggest that
inhibition of NE release on postsynaptic target cells
could be mediated by «2-adrenoceptors [29, 30], widely
distributed in the LC neurons. Thus, the binding of
pontine NE to such receptors in the LC, enhanced by
the observed NE increase, could produce the
decreased NE release previously reported in cerebel-
lum after MCX injury, as assessed by microdialysis
[10]. Specifically, the a2A-receptor subtype could be
involved, since it is found in 100% of the rat’s LC
neurons [31], and, it has been reported that an o2-
receptor agonist inhibited release of NE by 96% [32].
The inhibitory action of NE has also been observed
in other brain areas, such as the acetylcholine
NE-induced inhibition in the tegmental nuclei [33].

Although we found that the pontine NE content is
altered 6 h after injury, we provide evidence that
remote inhibition of the pons could start as soon as 3 h
after brain injury, since early motor evaluation showed
motor deficits during this time period. Thus, remote
inhibition of the pons could be almost immediate to the
lesion. However, a limitation to the method employed
for early motor evaluation is that the assessment is less
quantitative than the footprint. Instead, the footprint is
a long-term duration assessment. This is why it was
necessary to use both complementary tests.

On the other hand, it is unclear how unilateral
cortical injury results in bilateral increase of total NE
levels in the pons, since innervation between the LC
and cortex is predominantly ipsilateral [19]. It is
possible that the effects of the unilateral MCX injury
have an influence on both pontine sides [10]. Instead,
the LC innervation to the cerebellum is bilateral [34]
and the effects of MCX injury in the cerebellum may
lead to bilateral retrograde effects within the LC
neurons. However, we not observed changes in the
cerebellar NE levels. Most of the literature has
shown that cerebellar NE is involved in the mech-
anisms leading recovery. A decrease in cerebellar NE
has been reported after cortical injury [35, 36], and
such levels return to normal values when amphet-
amine is administered [34]. It has also been reported
that cerebellar NE infusions facilitate recovery after
sensorimotor cortex injury [35]. Such facts strongly
support a cerebellum NE-mediated mechanism to
achieve recovery after brain injury. The absence of
changes in cerebellar NE content in our experiments
indicates that NE activity in the cerebellum related
to recovery from motor cortical ablation is confined

to discrete regions, such as the cerebellar cortex. It is
known that the ventral and dorsal portions of the
LC innervate all of the neurons of the cerebellar
cortex and, to a lesser extent, the cerebellar nuclei
[37, 38].

Our results suggest that diaschisis is involved
because we have the presence of a cerebral injury
circumscribed, a neuronal basis for the functional
depression, the participation of a remote structure
related with the lesion site (the pons), anatomical
relationships between the pons and the cortex and the
process is reversible [39], as was observed by the
footprint analysis and the NE content after 48 h of
brain injury surgery.

Thus, we demonstrate that pontine NE is increased
in animals after brain damage and this is concomitant
with an increase in the motor deficit, suggesting that
remote functional inhibition could be mediated by NE
increase and no decreases, as it could seems. On the
other hand, we found that when motor performance is
recovered, animals showed pontine NE levels very
similar to these found in sham-operated rats after 48 h
of surgery, suggesting an important role of the pons in
the cerebellar inhibition after cortical injury, previ-
ously reported by others. Therefore, lack of effects on
cerebellar NE content opens the need to search for
specific cerebellar areas related to recovery after
cortical brain injury.

The relevance of this study of the biochemical
mechanisms leading to the recovery after brain injury
is that this information is a determining factor for
the development of pharmacological strategies that
enhance recovery in humans. It must be noted that
the results of clinical experience are very similar to
those observed in experimental animals [4], suggest-
ing that the mechanisms observed in the basic
research are comparable between rats and man.
Then, it must be regarded that the clinical use of
NE agonists and antagonists such as antidepressants
and ansiolytics in humans after stroke could alleviate
or extend to the remote neuronal depression, facil-
itating or hindering functional recovery. Most studies
are needed in order to elucidate the detailed
mechanisms underlying brain recovery after injury.
Particularly, the specific role of LC in the norepi-
nephrinergic functional depression must be clarified.
We have provided here evidence of that pontine NE
increase is closely related to the motor deficit
produced by motor cortical injury. However, it is
needed to provide evidence about a more precise
correlation between NE and recovery using other
neurochemical approaching, such as in vivo microdi-
alysis sampling.
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REVISION EN NEUROCIENCIA

Caracterizacion de la conducta motora
en ratas con ablacion cortical

R. Gonzalez-Pifia?, A. Bueno-Nava ", A. Alfaro-Rodriguez ¢, J.A. Durand-Rivera d

CARACTERIZACION DE LA CONDUCTA MOTORA EN RATAS CON ABLACION CORTICAL

Resumen. Introduccion. El modelo de ablacion cortical en ratas se ha utilizado para estudiar los mecanismos bdsicos de re-
cuperacion funcional, pero no hay datos respecto a los efectos de la lesion sobre las manifestaciones conductuales motoras y
somatosensoriales que permitan categorizar estas secuelas como un modelo de hemiplejia. Materiales y métodos. Se utiliza-
ron 35 ratas machos Wistar (280-300 g), distribuidas en dos grupos: control (n = 17)y con lesion cerebral por ablacion cor-
tical (n = 18). Previo entrenamiento, se tomaron registros de la impresion de la huella y de las evaluaciones motora y soma-
tosensorial antes de la cirugia de lesion. Seis horas después de la lesion se realizaron nuevamente las pruebas conductuales y
se registro la actividad ambulatoria espontdnea. Resultados y conclusiones. Se encontro que la lesion disminuye la longitud e
incrementa el dngulo de la zancada y el déficit motor, sin afectar los aspectos somatosensoriales ni la actividad ambulatoria
espontdnea. Estos hallazgos se discuten en funcion de las caracteristicas motoras de las secuelas hemiparéticas comunicadas

en humanos. [REV NEUROL 2008; 47: 304-9]

Palabras clave. Conducta motora. Dario cerebral. Desplazamiento. Hemiplejia. Ratas.

INTRODUCCION

La ablacién cortical en la rata se ha empleado para estudiar los
mecanismos bdsicos que subyacen a la recuperacién funcional
después del dafio cerebral y algunos autores han sugerido que
las secuelas semejan las manifestaciones clinicas de la hemiple-
jia en los humanos. Segtn la definicién de Farreras-Valenti y
Rozman [1], la hemiplejia es la pérdida de la facultad para rea-
lizar movimientos dominados por la accién voluntaria, circuns-
crita en la mitad derecha o izquierda a partir del plano corporal
medio. Debe su origen a las alteraciones de la via piramidal y
extrapiramidal [2] producidas por accidentes vasculares cere-
brales, traumatismo craneoencefilico o, en menor medida, tu-
mores cerebrales y procesos infecciosos [3]. Puesto que conlle-
va un problema importante de discapacidad, tanto sus manifes-
taciones clinicas como su evolucién se han venido estudiando
desde hace décadas [4,5] y se han conseguido avances notables
en su conocimento, que han permitido el desarrollo y el perfec-
cionamiento de terapias de rehabilitacién [6], resultado que re-
salta la importancia de intensificar las investigaciones en esta
area. También se ha informado ampliamente de la recuperacion
espontdnea de las secuelas motoras, tanto en animales de expe-
rimentacion dafiados —por medio de ablacién cortical o ligadura
de la arteria cerebral media [7-9]- como en humanos convale-
cientes de ictus [10]. Los avances en los mecanismos de recupe-
racion funcional han permitido incluso la elaboracién de méto-
dos predictivos [11] que todavia no se han introducido en la
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préctica clinica, pero que serian de invaluable utilidad para el
tratamiento de la discapacidad.

Basicamente, las secuelas del dafio cerebral se evalian en
las ratas mediante el paradigma de la viga de equilibrio como
un indicador de la recuperacion [9,12], que consiste en entrenar
a la rata para que pase caminando sobre una viga de madera de
2,5 x 200 cm elevada del suelo a una distancia minima de 30 cm.
La calificacion se otorga en forma de una puntuacién ordinal
que va de 0 a 24, en la cual la calificacién mds alta corresponde
al mayor déficit motor. Algunos autores han discutido la partici-
pacién de neurotransmisores especificos que aceleran o retar-
dan la recuperacién funcional después del dafio cerebral en las
ratas, cuyas deficiencias tras la lesion se miden con el paradig-
ma anteriormente descrito. Entre estos neurotransmisores desta-
ca la noradrenalina [12]. La experimentacién con farmacos que
incrementan la actividad del sistema noradrenérgico ha mostra-
do que la administraciéon de anfetamina, una sustancia que in-
crementa las concentraciones de noradrenalina, disminuye rapi-
damente el déficit motor en las ratas [12] y restablece los movi-
mientos voluntarios en los pacientes hemipléjicos [13], lo que
sugiere la posibilidad de que los mecanismos basicos que sub-
yacen a la recuperacion funcional sean similares en las dos es-
pecies. Estos hallazgos plantean la necesidad de caracterizar
conductualmente el modelo animal, pues no se han descrito con
detalle las diferentes manifestaciones clinicas conductuales de
las ratas después de la ablacién cortical. El conocimiento deri-
vado de este estudio permitird establecer semejanzas y diferen-
cias con la hemiplejia que se observa en el humano, y contribui-
ra a delimitar las dreas conductuales en las cuales el modelo
animal es 1til para la intervencion clinica.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 35 ratas machos de la cepa Wistar (280-300 g) proporcionadas
por el criadero del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia MVS
(cortesfa del médico veterinario y zootécnico Rodolfo Pérez Madrigal). Los
animales recibieron alimento especial para roedores de laboratorio (Puri-
na ®) y se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 horas. Se les

REV NEUROL 2008; 47 (6): 304-309



EVALUACION MOTORA EN RATAS

Figura 1. Esquema del corredor empleado en el registro de la im-
presion de la huella. a) Caja de salida. b) Caja de llegada. c) Rata
pasando a través del cuerpo del corredor con las patas entinta-
das. El suelo de esta parte esta cubierto con una tira de papel en
la que las huellas guedan impresas. d) Rieles metélicos conecta-
dos a un generador de choques eléctricos, mediante los cuales
se administran corrientes eléctricas muy suaves y que se utilizan
durante la fase de entrenamiento para castigar las respuestas in-
deseadas. e) Generador de choques eléctricos.

traté de acuerdo con la guia para el cuidado y el uso de los animales
de experimentacion [14] y se utilizé el menor nimero posible de
ejemplares, aplicando criterios bioéticos y estadisticos, segtn las re-
comendaciones de Festing [15]. Todas las ratas pasaron un periodo
de adaptacion a las condiciones del laboratorio de al menos una se-
mana antes de la cirugfa, tiempo durante el cual se manipularon dia-
riamente con el objeto de habituarlas a las maniobras experimenta-
les y 23 de ellas se sometieron al protocolo de entrenamiento para
obtener sus huellas impresas descrito por Gonzdlez-Piiia et al [7].
Para esto se utilizé un corredor de madera de 100 cm de longitud, en
cuya superficie se colocaba una tira de papel de 6,8 x 100 cm cada
vez que se introducia una rata. Este dispositivo tenia en el extremo de-
recho una caja de salida con suelo metdlico y en el extremo izquierdo
una caja de llegada. En cada uno de los costados del corredor habia un
riel de aluminio (Fig. 1). Los animales se colocaban siempre en el
dispositivo con las patas entintadas. El entrenamiento se realizé en
cuatro fases, tal como se describe a continuacidn:

—El primer dia las ratas se pusieron en la caja de salida durante cin-

co minutos con la puerta de acceso al corredor cerrada.

—Durante el segundo dia, las ratas se colocaron durante cinco minutos en
esta misma caja con las puertas abiertas y permitiendo la libertad de mo-

vimientos entre la caja y el corredor.

—En el tercer dia las ratas se colocaron en la caja de salida cerrada durante
cinco segundos antes de abrir la puerta de acceso al corredor. Una vez
que ésta estuvo abierta, si el animal alcanzaba la caja de llegada, se de-
volvia a su jaula y se desechaba la tira de papel con sus huellas impresas.
Si el animal no salfa ni caminaba en linea recta dentro del corredor hasta
alcanzar la caja de llegada, se administraba un electrochoque (60 Hz, 6 V)

Bregma -1,60 mm

Bregma -3,60 mm

Figura 2. Representacién esquematica que muestra la extension de la lesién (iz-
quierda) y las fotomicrografias (10x) tomadas de cortes equivalentes en una rata
tipo (derecha). Se observé que la cavidad estéd bien delimitada en la corteza mo-
tora representativa del miembro posterior izquierdo. En ay en ¢ se muestra tam-
bién afectado el borde externo de la corteza motora primaria (M), mientras que en
b, correspondiente al &rea mas lesionada, se observa que una porcién de la cor-
teza somatosensorial también esté afectada. Sin embargo, la ausencia de efec-
tos evaluada mediante las pruebas somatosensoriales sugiere que esta lesion no
es significativa (tomado de [8], con permiso del editor).

motoras para estimar la simetria del movimiento de los cuatro miembros,

cuyo procedimiento consistié en tomar de la cola a la rata y levantarla total-

mente para observar la simetria en el movimiento de las cuatro extremida-

des. Las calificaciones se otorgan de la siguiente manera:

1. Los cuatro miembros se extienden simétricamente.

2.Los miembros de un lado se extienden méds o menos lentamente que los
del otro lado o se observa una extension lenta de los cuatro miembros

3. Los miembros de uno u otro lado muestran una cantidad de movimientos
muy limitada.

4. Los miembros posteriores de uno o ambos lados no presentan movimientos.

para inducirlo a buscar refugio en la caja de llegada. Siempre que el ani-

mal alcanzaba la caja de llegada, ésta se cerraba y permanecia allf duran-

te un minuto antes de devolverlo a su jaula.

La otra prueba aplicada fue la de agarre, basada en que normalmente la rata
se agarra con las cuatro patas cuando se la coloca sobre la tapa de alambre

—Del cuarto dia en adelante, el procedimiento descrito en la fase anterior
se repetia hasta que todos los animales alcanzaran la caja de llegada sin
necesidad de administrar electrochoques.

El entrenamiento se consideraba completo cuando los animales cruzaban el
corredor dos veces seguidas durante cinco dias consecutivos sin necesidad
de electrochoques.

Una vez que el entrenamiento termind, se tomé un registro inicial de la
impresion de la huella y a 12 ratas se les aplicé la evaluacién motora y so-
matosensorial descrita por Garcia et al [16], que consta de dos valoraciones
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de su caja y ésta es volteada. Las calificaciones se asignan de este modo:

1. La rata se agarra con las cuatro patas.

2.Uno o los dos lados estdn alterados mientras el animal se agarra, o bien se
agarra de manera defectuosa.

3. Larata tiende a caerse de la jaula.

La calificacion final de la evaluaciéon motora fue la suma de las puntuacio-
nes obtenidas en cada una de las pruebas mencionadas.

La evaluacién somatosensorial se realiz6 mediante las siguientes prue-
bas. Para la evaluacion de la propiocepcion del cuerpo, la rata se toc6 con un
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Figura 3. Resultados obtenidos de la actividad motora espontanea dividi-
dos en sus tres modalidades. La actividad horizontal (a) evalta la cantidad
de movimientos ambulatorios en el plano horizontal, la actividad vertical
(b) es la cantidad de movimientos realizados cuando el animal se levanta
y la actividad ambulatoria esponténea (c) se refiere al cambio de posicion
dentro del cuadrante de la cdmara de registro. El anélisis U de Mann-Whit-
ney no reveld ningun cambio significativo durante las cuatro horas de re-
gistro. Las graficas muestran las medias + error estandar de la media. Li-
neas continuas: grupo de control; lineas punteadas: grupo lesionado.

lapiz en cada costado y se observo la reaccion al estimulo. Las calificacio-

nes se asignaron de la siguiente forma:

1. Cuando la rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado donde recibe
el estimulo y esta reaccion es igual en ambos lados del cuerpo.

2. Cuando la rata reacciona lentamente al estimulo en uno o ambos lados.

3. Cuando la rata no responde al estimulo.
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Figura 4. Efectos de la lesion por ablacion cortical sobre el déficit motor,
donde los animales lesionados mostraron un incremento en sus puntua-
ciones. Es importante sefalar que el déficit de los animales lesionados
mostré diferencias significativas comparado tanto con los animales de
control como con sus propios registros iniciales (LB). Significativo con
respecto al grupo control (?) o con respecto al registro inicial (°).

La respuesta al toque de las vibrisas se realizé rozando las vibrisas de cada

lado con el l4piz, el cual se aproximé al animal desde la cola hacia delante,

para evitar que entrara en su campo visual. Las calificaciones se otorgaron

seglin la siguiente escala:

1. La rata reacciona volviendo la cabeza hacia el lado del estimulo y esta
reaccion es igual en ambos lados del cuerpo.

2. Larata reacciona lentamente al estimulo independientemente del lado es-
timulado.

3. La rata no responde al estimulo en uno o en ambos lados.

La calificacién final para la evaluacién somatosensorial se calculé mediante
la suma de calificaciones obtenidas en la propiocepcion del cuerpo y en la
respuesta al toque de las vibrisas.

Pantoni et al han descrito la validacién de estos instrumentos de medi-
cién [17]. Inmediatamente después, los animales fueron anestesiados con
un céctel de ketamina-xilazina (100 mg/kg-5 mg/kg) y montados en un apa-
rato estereotdxico (David Kopf) para practicar la cirugia de lesién. El cra-
neo se expuso por medio de una incisién en el cuero cabelludo y se practicd
una trepanacion (didmetro de 1 mm, aproximadamente) mediante un taladro
dental. Después de cortar las meninges con el bisel de una aguja de jeringa
para insulina, se lesiond el hemisferio cerebral derecho de 18 ratas median-
te la aspiracién del drea motora representativa del miembro posterior [18],
localizada en las siguientes coordenadas: anteroposterior 2 mm y lateral 2 mm
con respecto al bregma. La aspiracién se realizé con una pipeta de cristal
(didmetro de 1 mm) acoplada a una bomba de vacio (Stoelting 6C) hasta al-
canzar los 2 mm de profundidad. Por otro lado, 17 ratas se utilizaron como
grupo de control; éstas recibieron el mismo tratamiento quirdrgico que las
lesionadas pero sin succionar el tejido cerebral. Finalmente, se suturd el
cuero cabelludo con catgut n.° 00 y se proporcionaron los cuidados postope-
ratorios recomendados por Gonzdlez-Pifia y Escalante-Membrillo [19].

Con el fin de no agotar fisicamente a los animales con un exceso de prue-
bas conductuales, seis de las ratas de control y seis de las lesionadas se re-
gistraron seis horas después de la lesion para la evaluacion motora y soma-
tosensorial, ademds de la medicion de la actividad ambulatoria espontdnea
en un monitor de infrarrojos (Stoelting), de la cual no se tomé un registro
inicial debido a que la prueba exige un tiempo de habituacion de al menos
tres horas antes del registro, razén por la cual las ratas se introdujeron en el
dispositivo inmediatamente después de la cirugia y las mediciones se toma-
ron tres, cuatro, cinco y seis horas después de la lesion. Por otro lado, 11 ra-
tas del grupo de control y 12 del grupo lesionado se utilizaron para el andli-
sis de la impresion de la huella seis horas después de la cirugia.

Finalmente, los animales fueron decapitados y el encéfalo se colocé en
una solucién de formol (10% v/v) en buffer de fosfatos (pH 7,2) con el fin

REV NEUROL 2008; 47 (6): 304-309
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Figura 5. Resultados de longitud (a), anchura (b) y dngulo (c) de la zancada
medidos a partir del andlisis de la huella impresa. Se encontré que la abla-
cién cortical disminuye notablemente la longitud de la zancada en los ani-
males lesionados, mientras que el angulo se incrementa. Como se mues-
tra, no hubo modificaciones en la anchura. U de Mann-Whitney. ? p < 0,01.

de estimar el tamaio de la lesion mediante la observacion de los tejidos por
microscopia de luz. La cavidad se contorned en los esquemas equivalentes
al corte coronal tomados del atlas estereotdxico de Paxinos y Watson [20].

De las evaluaciones somatosensoriales y motoras, las comparaciones de
medias se realizaron con la prueba U de Mann-Whitney. La longitud y la
anchura de la zancada se obtuvieron de la impresién de la huella y, a partir
de estas dos mediciones, se calculd el dangulo de la zancada mediante la for-
mula: dngulo = arctan (2 x ancho + largo). Estas tres variables se transfor-
maron en porcentaje de incremento con respecto al inicio y se analizaron
por medio de la prueba U de Mann-Whitney. En todos los casos, los niveles
de significacion se fijaron en p < 0,05.

RESULTADOS

Las observaciones realizadas por microscopia de luz mostraron que la le-
sién fue similar en todas las ratas, limitada focalmente en la corteza motora
representativa del miembro posterior. La cavidad se extendi6 desde aproxi-
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Figura 6. Se muestran un par de zancadas de un animal antes de la le-
sién (a) y seis horas después de la ablacién cortical (b). Las manifestacio-
nes de las secuelas motoras fueron visibles mediante este procedimien-
to, pues la disminucién de la longitud se observa con mucha claridad en
este esquema.

madamente 1,6 mm con respecto al bregma; su mayor drea se observé entre
2,56 y 2,8 mm y termind entre 3,14 y 3,6 mm (Fig. 2).

La evaluacién somatosensorial no mostré ningiin cambio significativo,
ya que todas las puntuaciones tuvieron un valor de 2, tanto en el registro ini-
cial como después de la lesion cerebral (datos no mostrados). Asimismo, en
el estudio de la actividad motora espontdnea tampoco se observaron cam-
bios significativos en ninguna de las tres variables que se miden en este ana-
lisis (Fig. 3).

Sin embargo, la evaluacion motora mostré un incremento en el déficit
motor de los animales lesionados, en comparacién con los controles (p =
0,0035), con valores de 3,67 £ 0,21 y 2,50 + 0,22, respectivamente. Esto fue
consistente con el comportamiento estadistico observado cuando las medi-
ciones posquirtirgicas se compararon con sus respectivos valores iniciales.
No se encontraron diferencias significativas entre las condiciones iniciales y
posquirtrgicas del grupo de control (p = 0,6109), pero si en el grupo de ani-
males lesionados (p = 0,015) (Fig. 4).

En el estudio de la impresion de la huella, los cambios significativos en-
tre ambos grupos consistieron en una disminucién de la longitud (-18% +
2,4; p=0,001) y un incremento en el dngulo de la zancada (22% + 4,65; p =
0,003), mientras que en la anchura no se encontraron modificaciones impor-
tantes (Fig. 5). Los cambios en estas variables fueron claramente visibles en
el registro conductual (Fig. 6).

DISCUSION

La consistencia entre los datos obtenidos de la evaluacién moto-
ra y la impresién de la huella confirma que la medicién de las
secuelas motoras mediante este método es lo bastante sensible
para mostrar el déficit motor ocasionado por la lesion. Esto es
importante, considerando que nuestros resultados permiten ca-
racterizar las modificaciones de la conducta motora causadas
por el dafio cerebral mediante la ablacién cortical representativa
del movimiento del miembro posterior. En este sentido, la me-
dicién del dngulo de la zancada puede ser el pardmetro mds ade-
cuado para valorar las secuelas de la lesién sobre el desplaza-
miento, pues se deriva de la interaccién de la longitud y el an-
cho. La observacion de que el angulo se incrementa con el dafio
cerebral indica que la base de soporte de los animales dafiados
se altera, lo cual puede deberse a modificaciones en el movi-
miento del centro de gravedad durante el desplazamiento, cam-
bios que se han descrito también en humanos hemipléjicos co-
mo consecuencia de las alteraciones de la marcha [21]. Por otro
lado, aunque la evaluacién motora realizada en nuestros anima-
les proporciona datos cualitativos, se encontrd una concordan-
cia clara con respecto al andlisis de la huella impresa, que faci-
lita datos cuantitativos, ya que mostré cambios significativos en
los animales con dafio cerebral. Considerando que la evaluacion
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cualitativa califica otras habilidades motoras, se puede concluir
que la ablacién de la corteza motora es capaz de generar cam-
bios no sélo en el desplazamiento, sino también en la capacidad
de agarre y en el reflejo de extension de los miembros cuando se
levanta al animal sujetandolo por la cola. En conjunto, los efec-
tos sobre los pardmetros de la huella impresa, la capacidad de
agarre o sujecion y el reflejo de extension de los miembros pue-
den ser una consecuencia de la flacidez, la cual, junto con alte-
raciones en los reflejos simpdticos, también se ha reportado en
humanos hemipléjicos [22]. Ademads, el reflejo de la extension
de los miembros es un indicador de la simetria de la funcién
motora, alterada por el dafio cerebral. En este sentido, se ha ob-
servado que los pacientes hemipléjicos presentan una recupera-
cién simétrica, ya que los movimientos de los miembros supe-
riores se recuperan al mismo tiempo que los de las extremida-
des inferiores [23].

Segtn nuestros hallazgos, las caracteristicas de las secuelas
motoras del dafio cerebral en las ratas son muy similares a las
descritas en humanos hemipléjicos, lo cual sugiere que el mo-
delo de lesién empleado en este trabajo puede ser muy itil en la
obtencién de informacién bdsica referente a la recuperacion de
funciones perdidas, como ya han afirmado algunos otros auto-
res [7,8,24]. Sin embargo, esta hipétesis presenta algunas limi-
taciones dignas de consideracién, pues es importante resaltar
que en este trabajo se hall6 un efecto nulo sobre la actividad am-
bulatoria espontdnea, lo cual no estd documentado en humanos
hemipléjicos. Esto no necesariamente significa que los pacien-
tes humanos puedan desarrollar la misma conducta, pues exis-
ten diferencias obvias entre el modelo animal y el hombre, entre
las cuales destacan las variables relacionadas con los efectos
psicoldgicos de la discapacidad tanto en el paciente [25] como
en sus cuidadores [26,27] y otros factores secundarios, como los
econdémicos y los sociales, mds complejos que aquellos a los
cuales estan sometidos los animales. Por otro lado, la ausencia
de efectos sobre el sistema somatosensorial, medida con nues-
tras pruebas previamente validadas por otros autores, no se pre-
senta en el hemipléjico humano, pues desde la década pasada se
ha comunicado la pérdida de sensibilidad en estos pacientes, la
cual se relaciona incluso con el equilibrio motor [28]. Estaes la
diferencia mds importante que el modelo animal presenta con
respecto a la hemiplejia en los humanos.

La evaluacién de las manifestaciones conductuales del mo-
vimiento podria utilizarse para estudiar el papel de las vias rela-
cionadas tanto con la expresion del dafio cerebral como con la
recuperacion funcional. Por ejemplo, hay pruebas de que tanto
el paradigma de castigo como el de recompensa inducen el ajus-
te de la conducta motora mediante diferentes sistemas neurales.
En el caso del uso del castigo, se induce el ajuste de la actividad
del cingulado anterior, mientras que con la recompensa se mo-
difica la actividad neuronal en el estriado dorsal [29]. Esto per-
mite suponer que los efectos especificos de estos paradigmas
sobre la recuperacién funcional podrian tener diferentes mani-
festaciones conductuales, que pueden medirse con los instru-
mentos empleados en este trabajo. Ya que estas herramientas son
poco costosas, los investigadores estdn actualmente en condi-
ciones de hacer este tipo de estudios en humanos [30]. Esto se
justifica atin mds si se considera que se ha planteado la hipétesis
de que, como la naturaleza anatémica de las lesiones cerebrales
no es enteramente uniforme en el humano, las consecuencias
conductuales tampoco lo son [31].

Se requieren mds estudios enfocados hacia el andlisis motor
de las secuelas del dafio cerebral que puedan relacionarse con
las funciones psicofisioldgicas y neuroquimicas, con el fin de
conocer los mecanismos basicos subyacentes a la recuperacion
funcional que puedan ser utiles en el futuro para la rehabilita-
cién de las secuelas motoras e incluso de las psicoldgicas deri-
vadas de la discapacidad [32]. Esto deberad realizarse con un en-
foque multidisciplinario, pues la marcha es una de las activida-
des humanas mds universales y complejas, cuyo sustrato estd
regido por vias y redes neurales pertenecientes a diversas regio-
nes, que van desde la corteza cerebral hasta los miisculos [33],
de modo que es el resultado de la actividad integradora del sis-
tema nervioso central, cuya alteracién impacta sobre la calidad
de vida fisica y mental.

En conclusién, el modelo animal de dafio cerebral producido
por ablacién cortical se caracteriza por tener secuelas muy se-
mejantes a las de la hemiplejia en los humanos, por lo que es un
buen paradigma para estudiar los mecanismos bdsicos de la re-
cuperacién funcional en el &mbito motor, aunque no en el soma-
tosensorial, ya que las manifestaciones conductuales en las ra-
tas se observaron s6lo sobre el movimiento.
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EVALUATION OF THE MOTOR BEHAVIOR IN RATS WITH CORTICAL ABLATION

Summary. Introduction. The cortical ablation has been used as an experimental model in order to study the basic mechanisms
of functional recovery. However, there is not data concerning to the injury effects on the motor and somatosensorial behavioral
manifestations that allow us to categorize such sequels as a hemiplegic model. Materials and methods. We used 35 male Wistar
rats (280-300 g) allocated in two groups: control (n = 17) and brain injured by cortical ablation (n = 18). Previously trained,
basal recordings of the footprint and motor and somatosensorial assessment were performed in the rats before surgery. The
behavioral tests were performed again 6 hours after surgery and the spontaneous ambulatory activity was also evaluated.
Results and conclusions. It was observed a decrease in the stride’s length and an increase in the stride’s angle and in the motor
deficit, while the somatosensorial assessment and spontaneous ambulatory activity were not affected. These findings are
discussed in function of the motor features of the hemiparetic sequels in humans. [REV NEUROL 2008; 47: 304-9]

Key words. Brain injury. Hemiplegia. Motor behavior. Movement. Rats.
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Functional impairment after brain injury (BI) has been attributed to the inhibition of regions that are
related to the injured site. Therefore, noradrenaline (NA) is thought to play a critical role in recovery
from motor injury. However, the mechanism of this recovery process has not been completely elucidated.
Moreover, the locus coeruleus (LC) projects from the pons through the rat sensorimotor cortex, and injury
axotomizes LC fibers, depressing NA function. This was tested by measuring lipid peroxidation (LP) in

gewa{fési the pons after sensorimotor cortex injury. Depression of function in the pons would be expected to alter
CZ?L’L;WS?I’ areas receiving pontine efferents. Male Wistar rats were divided into three groups: control (n = 16), injured
Diaschisis (n=10) and recovering (n=16), and they were evaluated using a beam-walking assay between 2 and 20

days after cortical injury. We performed measures of NA and LP in both sides of the pons and cerebellum.
Lipid peroxidation We found a decrease of NA in the pons and the cerebellum, and a concomitant increase in the motor
Noradrenaline deficit and LP in the pons of injured animals. Recovering rats had NA and LP levels that were very similar
Pons to those observed in control rats. These observations suggest that the mechanism of remote inhibition
after Bl involves lipid peroxidation, and that the NA decrease found in the cerebellum of injured animals
is mediated by a noradrenergic depression in the pons, or in areas receiving NA projections from the pons.

Functional recovery

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

It has been proposed that functional impairment after brain injury
(BI) is caused by an inhibition of parts of the brain that are remote
from, but anatomically related to the region of the injury [10]. This
remote inhibition is known as diaschisis [7,33]. It is possible that
functional recovery could result from a restoration of the basal con-
ditions that were present prior to the injury. Noradrenaline (NA) has
been shown to have an important role in this recovery: intraven-
tricular infusions of NA ameliorate the motor impairment observed
after cortical BI in rats [3], and cerebellar NA infusions accelerate
brain recovery [4]. Microdialysis studies have also shown that NA
bilaterally decreases in the cerebellum after BI [21], and pharmaco-
logical studies have demonstrated that the NA agonist/antagonist
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nature of an administered substance can either have beneficial or
deleterious effects on functional recovery [8,9,12,14]. A biochem-
ical diaschisis after BI in the cerebellum of rats has previously
been proposed to exist, as indicated by an increase in lipid per-
oxidation (LP) [29]. In this context, it is notable that the motor
cortex is anatomically connected to the locus coeruleus (LC), which
is the main noradrenergic reservoir of the central nervous sys-
tem [1], and is contained in the pons. It is also known that the
pontine NA neurons project to the cerebellum [30]. Therefore, it
may be expected that noradrenergic depression at the pontine
level could result from an increase in LP after cortical BI, and that
restoration of the biochemical conditions that was present before
BI would be associated with functional recovery. Our aim was to
study the noradrenergic-specific pontine mechanisms involved in
brain recovery by measuring the total pontine NA content and LP
in motor-impaired and recovering rats.

Forty-two male Wistar rats (290-320 g) were used. The animals
were provided by the vivarium of the Instituto Nacional de Reha-
bilitacion. The rats were fed with Purina rodent laboratory chow
and maintained on a 12-h/12-h light/darkness schedule. Rats were
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adapted to the laboratory conditions at least 1 week prior to surgery.
During this time, they were handled daily in order to accustom
them to the experimental manipulations. Rats were treated accord-
ing to the Guide for the Care and Use of Experimental Animals
[26].

The animals were anesthetized according to the methods
described by Gonzalez-Pina et al. [15] and were mounted in a
stereotaxic frame (David Kopf). A cannula made with a stainless-
steel syringe needle without its beveled edge (no. 18 bore) was
placed on the meninges over the motor cortical representation of
the hind limb [17] and fixed with dental acrylic. The wounds were
sutured with catgut 00, and a topical healer (furazolidone) was
sprayed over the scar. An antibiotic treatment (tylocin, 10 mg/kg
i.m.) was administered for 3 days. Rats were maintained under vet-
erinary supervision for 8 days after surgery, and then randomly
assigned into three groups: control (n=16), injured (n=10) and
recovering (n=16). The first group received an intraparenchymal
injection of artificial cerebrospinal fluid (CSF, 10 pl) in free-moving
conditions. Motor deficits were evaluated after 20 days of obser-
vation. The second group received 10 .l of CSF containing FeCl,,
and this group was decapitated 2 days after injury. The third group
received the same treatment as the second group, and the motor
deficits resulting from the cortical injury were evaluated after 20
days. Lesions were induced by the intracortical injection of FeCl,
(50 mM), which was dissolved in CSF containing (in mM): 125 NaCl,
3 KCl, 1.3 CaCly, 1 MgCl, and 2.3 NaHCOs, pH 7.2. The microin-
jection of iron into the cortex was performed in order to mimic
a cortical injury reminiscent of a subarachnoid hemorrhage. After
injection, animals were decapitated at different times (2 and 20
days) to determine the NA concentration and LP. Fluids were admin-
istered by inserting a syringe needle through the cannula, which
was inserted to a depth of 1 mm into the cortical parenchyma. This
needle was connected to a Hamilton syringe (1 ml) with a hose (0.6-
mm i.d., PEEK tubing, BAS) which was placed on a microinjection
pump, which was calibrated to a flow rate of 1 pl/min.

After 24h, motor deficits were evaluated using the beam-
walking test described in Brailowsky et al. [5]. Measurements were
made every 24 h for 20 days, and then the rats were sacrificed. Ani-
mals were decapitated between 18:00h and 19:00h to eliminate
variations in NA that are due to circadian rhythms. The brains were
extracted and placed on a cool plate to isolate the pons and cerebel-
lum, which were divided into their respective right and left sides.
Eight rats from the control, five from the injured, and eight from
the recovering groups were used for the NA analysis, and the same
number of animals from each group was used for the LP analysis.
The NA content was determined by high-performance liquid chro-
matography (HPLC) with electrochemical detection, according to
the method described by Gonzalez-Pina et al. [15].

Lipid peroxidation was estimated by measuring the formation
of lipid fluorescent products (LFP), using the technique described
by Triggs and Willmore [32], as modified by Santamaria and Rios
[28].

The encephalus was placed in a 10% formalin/buffer solution to
delineate the lesion using Kluver-Barrera stain, and photomicro-
graphs were obtained.

The results of the beam-walking test were analyzed with a non-
correlated Mann-Whitney U-test, while statistical analysis of the
NA and LP measurements was performed with a one-way ANOVA
and a post hoc Tukey test. In addition, correlation coefficients were
only estimated for control and recovering groups, before and after
that the injury was performed. In all cases, the significance levels
were set to P <0.05.

When the brain slices were observed by light microscopy, the
tracks of the needle through which FeCl, was administered were
located in the motor cortex at a depth of approximately 1 mm
(Fig. 1).

The scores obtained from the beam-walking test were signif-
icantly higher in the recovering group than in the control group
at days 1 (P=0.0023), 2 (P=0.0001), 3 (P=0.0009), 4 (P=0.0010),
5 (P=0.0001), 6 (P=0.0126), 7 (P=0.0450), 8 (P=0.0014) and 9

Fig. 1. Photomicrograph showing the microinjection site in the cortex of two different animals. (A) Representative slide of an injured rat at 2 days post-injection. (B)
Representative slide of a recovered rat at 20 days post-injection. The guide-cannula tip was inserted into the sensorimotor cortex parenchyma in all of the slides. Nissl stain
(10x). CA3 field: CA3 of hippocampus, T: tip of the guide-cannula. The scale bar in the upper left hand corner represents 500 pm.
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Fig. 2. Scores obtained from the beam-walking test in control (filled circles) and
recovered rats (filled squares). The motor deficit increased from the 1st day after
injury in recovered rats, and recovery was achieved on the 10th day. This recov-
ery was sustained for the next 10 days. Comparisons were performed using a
Mann-Whitney U-test (*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001).

(P=0.0019). The recovering group had recovered by day 10, and
this recovery was sustained for the next 10 days (Fig. 2).

The LP levels on both sides of the pons were higher in the
injured group than in the control and recovering groups (right
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Fig. 3. Pontine lipid fluorescent products (LFP) and noradrenaline (NA) content. (A)
The LFP were significantly increased on both sides of the pons in rats at 2 days
post-injection of FeCl,; no significant changes were observed in rats at 20 days
post-injection. (B) A dramatic decrease in NA on both sides of the pons was observed
in injured rats at two days post-injection of FeCl, (injured), while NA levels were
similar in controls and 20 days post-injection of FeCl, (recovering) (post hoc Tukey
*P<0.01).
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Fig. 4. Cerebellar lipid fluorescent products and noradrenaline (NA) content. (A) No
changes in LFP were found in either cerebellar hemisphere. (B) A decrease of NA in
both cerebellar hemispheres was observed in injured rats at 2 days post-injection of
FeCl; (injured), while there were no significant differences in the NA levels between
the controls and recovering rats 20 days post-injection of FeCl, (post hoc Tukey
**P<0.01).

side F»14=5.18, P=0.0207; left side F, 14 =5.47, P= 0.0176), while the
pontine NA content was drastically reduced to undetectable levels
on both sides of the pons in rats from the injured group (right side
F»18=11.21, P=0.0007; left side F, 15 =5.24, P=0.0161; Fig. 3).

While no changes were observed in the cerebellar LP, the NA
content was significantly lower in injured rats and the levels
in recovering rats were not significantly different from the con-
trol group (right side F;3=10.20, P=0.0005; left side F,13=6.12,
P=0.0182; Fig. 4).

The correlation analysis revealed a negative correlation between
motor deficit and the NA content of the right (r=-0.78; n=8;
P=0.023) and left (r=-0.95; n=7; P=0.001) sides of the pons in
recovering rats (Fig. 5). In contrast, the NA content in the cerebel-
lum did not show a significant correlation with the motor deficit
(data not shown). Furthermore, no correlation was found between
the motor deficit and the LP of the cerebellum and pons (in either
recovering or control rats), or between the motor deficit and the NA
content in the cerebellum and pons of the control group (data not
shown).

There are a variety of LP generators in the brain, such as cop-
per [2], zinc [11], ozone [6] and iron [18]. It has been previously
suggested that oxidative injury of synapses could alter neuro-
transmitter transport, producing disruptions in the central nervous
system (CNS) [27]. An intraparenchymal injection of FeCl, induces
a systematic change in gene expression, even at remote sites of the
brain [20]. There are some lines of evidence that suggest that ferric
iron such as FeCl,, rather than ferrous iron, can enhance LP [24].
Our results show that LP increases in the pons 48 h after adminis-
tration of FeCl; in the motor cortex (MC). We propose that the LP in
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Fig. 5. Relationships between pontine noradrenaline (NA) content and motor
deficits in recovering rats. Both figures showed an inverse correlation between pon-
tine NA content and motor deficits in the right (A) and left (B) sides of the pons. These
results showed that while there was a decrease in the motor deficit, there was an
increase in the NA content in the pons. Correlation coefficients were calculated using
the Pearson product moment correlation (P<0.05).

pons is a direct consequence of the LP produced in the MC, since the
superoxide (0, ™) free radical generated can spread from the site of
its formation to other remote sites, and lead to neuronal disruption
[19,25,35].

Oxidative stress may be responsible for the dramatic depletion
of NA observed in the pons of injured rats. There are anatomi-
cal relationships between the MC and the pons [34]. The locus
coeruleus, the main noradrenergic reservoir of the CNS [1], is
located in the pons. It is possible that the LP that occurs in the
MC leads to damage of the LC axon projection from the pons. This
damage would affect the soma by retrograde degeneration and
shift the LC neurons from production of NA to production of struc-
tural proteins, in order to re-build the death terminals. We found
that NA depletion is also reflected in the cerebellum, although in
the absence of LP. A decrease in the NA content of the cerebellum
after Bl has been previously reported [16,22], suggesting that this
effect is mediated by disruptions in the pons, since well-established
anatomical relationships have also been reported [30]. These obser-
vations all coincide with an increased motor deficit, which returns
to normal 20 days after injury. These conclusions were supported by
the inverse correlation between motor deficit scores and NA con-
tents in both sides of the pons in recovering rats. The LP and the
NA content in the cerebellum and pons are similar in control and
recovering animals. It is possible that some damage persists in the
MG, since histological observations showed that introduction of the
needle led to trauma, however, the functions of the pons and the
cerebellum appeared to be restored, and this correlated with the

recovery of function. We observed a remote depression or diaschi-
sis after FeCl,-induced injury in the MC that affected both sides of
the pons and cerebellum. Diaschisis has been used to explain the
behavioral effects of a cerebral injury [29,31]. Although it has been
described in zones adjacent to the injury site and also in the cere-
bellum [23] and pons [15], the mechanisms involved are poorly
understood. Our results suggest that such mechanisms could be
mediated by the oxidative stress that is produced after injury, and
inthe case of the MCinjury, the cerebellar effects could be explained
by a pontine depression.

There is no definitive pharmacological strategy for treatment of
humans after stroke, but the use of amphetamines has the same
effect on experimental animals and humans [13], suggesting that
the mechanism of action is similar in these organisms. Antioxidants
and substances that enhance NA activity may possibly be used in
human patients to prevent the effects of injury. However, further
studies will be necessary to elucidate the mechanisms that lead to
recovery, and to develop pharmacological therapies that enhance
the benefits of rehabilitation for hemiplegic and aphasic patients.
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Resumen

Se ha discutido que tanto las lesiones cerebrales agudas como las
crénicas involucran diferentes patrones de reorganizacion. En este trabajo se evalua-
ron los efectos de una lesién aguda (ablacién cortical) y una lesién crénica inducida
con cloruro ferroso (FeCl,) mediante la medicién del contenido total de noradrenalina
(NA) a nivel pontino y cerebelar, ya que este neurotransmisor ha sido involucrado
en la recuperacién funcional.

Se utilizaron 66 ratas macho Wistar (280-320 g) distribuidas en seis grupos: Sham A
(SA), Sham B (SB) lesionadas por ablacién cortical (AC), recuperadas después de la
ablacién cortical (RAC), lesionadas por inyeccién intraparenquimal de FeCl, den-
tro de la corteza motora (Fe) y recuperadas después de la lesién por Fe (RFe).
Después de un registro basal de la marcha, las ratas AC (N = 6) y RAC (n = 12) fueron
lesionadas por ablacién de la corteza motora (MCx), mientras que al grupo SA (n =
11) se le dejé intacta. Posteriormente la marcha se registr6 cada 6 h durante 48 h. A
los animales restantes se les fij6 una canula dirigida ala MCx y al grupo SB (n = 16) se
le inyect6 liquido cefalorraquideo artificial (LCFR, 5pL), mientras que los grupos Fe
(n = 5) y RFe (n = 16) recibieron LCFR conteniendo FeCl, (50mM). Se registré la
marcha cada 24 h durante 15 dias. El contenido de NA se extrajo tanto de los hemis-
ferios cerebelares como de ambos lados del puente y se midié por cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC). Las comparaciones conductuales se analizaron
mediante la prueba U de Mann-Withney (p = 0.05) y las de NA mediante un ANOVA
simple (p = 0.05).

Los resultados mostraron que la recuperaciéon fue mas rapida en los animales con
lesién aguda que en las ratas con lesion crénica. También se observo incremento de
NA pontina en los animales del grupo AC y un decremento de este neurotransmisor
en el grupo Fe encontrandose niveles normales de NA en las ratas recuperadas del
dafio. La NA cerebelar no se alteré en el grupo AC mientras que en los animales Fe
disminuy6. El grupo de animales RFe mostré niveles de NA similares al los del SB.
Estos resultados demuestran que los mecanismos noradrenérgicos involucrados en
la recuperacion después del dafio cerebral dependen del tipo de lesién, sugiriendo la
necesidad de considerar la naturaleza del dafio cuando se implementa el tratamiento
de las secuelas en seres humanos.

Palabras clave: Noradrenalina, dafio cerebral, cromatografia, puente, cerebelo.
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Abstract

It has been discussed that acute and chronic brain injuries involve
different patterns of reorganization. In this work we assessed the effects of an acute
injury (cortical ablation) and a chronic injury induced with ferrous chloride (FeCl,)
through the measurement of the total content of noradrenalin (NA) on medulla
oblongata and cerebellum, since this neurotransmitter has been involved in the
functional recovery.

We used 66 male Wistar rats (280-320 g) distributed into six groups: Sham (SA), Sham
B (SB) injured by cortical ablation (AC), recovered after ablation cortical RAC), injured
by injection - intraparenchymal FeCl, within the motor cortex (Fe) and recovered
after the injury by Fe (RFe). After a baseline recording of locomotion, the AC rats (N
=6) and RAC (n = 12) were injured by ablation of the motor cortex (MCx), while the
group SA (n = 11) was left intact. Subsequently, the progress was recorded every 6 h
during 48 h. The remaining animals had fixed a cannula directed to the MCx and
the group SB (n = 16) was injected with artificial cerebrospinal fluid (LCFR, 5 nL),
while the Fe groups (n = 5) and RFe (n = 16) received LCFR containing FeCl, (50mm).
We registered locomotion every 24 h during 15 days. The content of NA was extracted
from both the cerebellar hemispheres of both sides of the pontine and was measured by
high performance liquid chromatography (HPLC). The behavioral comparisons were
analyzed by means of the test or Mann-Whitney (p = 0.05) and NA through a simple
ANOVA test (p =0.05).

The results showed that the recovery was faster in animals with acute injury than in
rats with chronic injury. It was also noticed an increased pontine NA in the animals
of the AC group and a decrease of this neurotransmitter in the Fe group, while
levels of NA in the rats recovered from damage were normal. The cerebellar NA
was not changed by the AC group while in Fe animals decreased. The group of
animals RFe showed levels of NA similar to those of the SB.

These results show that the noradrenergic mechanisms involved in recovery after
brain damage depend on the type of lesion, suggesting the need to consider the
nature of the damage when it implements the treatment of the sequel in human
beings.

Key words: Brain injury, noradrenalin, chromatography, medulla oblongata,
cerebellum.

INTRODUCCION

Los estudios enfocados a evaluar los efectos tanto
de lesiones agudas como crénicas son relativamente
escasos en animales experimentales. En este contex-
to, estos estudios han sido realizados utilizando ex-
tirpaciones agudas o bien ablaciones quirtdrgicas
parciales sucesivas de una estructura cerebral. Se ha
demostrado en ratas que los déficits mas graves se
presentan 36 dias después de una ablacién aguda de
la corteza somatosensorial. Esos déficits estdn ausen-
tes cuando la misma 4rea se remueve en dos etapas.!
Otro estudio realizado en gatos mostré que los ani-
males cafan en un coma profundo y morian después
de unos pocos dias después de la reseccién aguda de
la formacidn reticular mesencefalica, en contraste con

los animales lesionados gradualmente (pasando has-
ta por ocho cirugias) que mostraron una recupera-
cién total.? El mismo patrén ha se ha observado en
monos, ya que las ablaciones agudas de la corteza
prefrontal producen déficits funcionales que son mas
severos que los observados después de lesiones se-
riales.> Ademads, los datos obtenidos de pacientes con
dafio cerebral agudo e invasiones tumorales lentas
han permitido discutir que el mismo tipo de disocia-
cién se observa en humanos.*

De esta manera pareceria que las secuelas del dafio
cerebral son menores en las lesiones crénicas que en la
lesiones agudas. En este contexto, el mecanismo de re-
cuperacién podria diferir entre lesiones producidas por
trauma, apoplejia o inducidas por hipoxia. Conside-
rando estos hechos, es importante tomar en cuenta la
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etiologia delalesién que el paciente sufre con el fin de
prescribir el tratamiento adecuado.

Se ha sugerido que el dafio cortical induce déficit
motores mediados por la inhibicién de sitios remotos
relacionados con la regién dafiada.’ Esta inhibicién
podria estar mantenida por la severidad del dafio, su-
giriendo entonces que ciertas lesiones crénicas man-
tendrian esa inhibicién por un periodo mayor que
cuando se produce una lesién aguda, en contraste con
los datos descritos en parrafos anteriores.

El papel de la noradrenalina (NA) en la recupera-
cién después del dafio cerebral se ha documentado
ampliamente.®” Se ha reportado que las infusiones
de NA dentro del cerebelo® y la administracién de
anfetamina, un agonista noradrenérgico,’ previene
del déficit motor asociado con el dafio. Este hecho tam-
bién se ha observado después de la administracién
sistémica de L-threo-3, 4-dihydroxyphenylserina (L-
DOPS), un precursor de NA." Algunos estudios reali-
zados mediante microdidlisis han mostrado que la NA
extracelular en el cerebelo disminuye después del dafio
cerebral." Son muy pocos los datos disponibles acerca
del papel del puente en los cambios noradrenérgicos
observados en el cerebelo después del dafio. Se sabe
que el puente contiene al locus coeruleus (LC), el prin-
cipal reservorio noradrenérgico del sistema nervioso
central”? y se han descrito las relaciones anatémicas
entre el LC, la corteza motora y el cerebelo.’** Ante
esto, se ha descrito un incremento de NA en el puente
6 horas después de la ablacién cortical® que podria
estar relacionado con las secuelas motoras medidas
por el andlisis de la huella, lo que podria ser un ejem-
plo de un dafio agudo en animales experimentales. En
este trabajo se reportan los efectos sobre el contenido
de NA pontina y cerebelar de una lesién inducida por
administracién de FeCl2 en la corteza motora, como un
ejemplo de lesién crénica y se comparan con los resul-
tados obtenidos de grupos de animales con lesién por
ablacion (lesién aguda), con el objetivo de discutir so-
bre los posibles mecanismos involucrados en la expre-
sién de las secuelas del dafio.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 66 ratas macho Wistar (280-320 g) pro-
porcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de
Rehabilitacién. Los animales se mantuvieron alimen-
tados con alimento para roedores de laboratorio
(Purina) y con un ciclo de luz-oscuridad 12-12 (luz a
las 7:00 a.m.). Las ratas fueron adaptadas a las condi-
ciones del laboratorio al menos una semana previa a
las cirugfas. Durante este tiempo, las ratas se manipu-
laron diariamente con el objeto de habituarlas al ma-

nejo experimental y posteriormente se les entrend para
caminar dentro de un corredor de madera en cuyo piso
se coloco una tira de papel (6.8 x 100 cm) con el objeto
de obtener la impresién de sus huellas, como se descri-
be en Gonzélez-Pina, et al.’>!° Las ratas fueron trata-
das de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de
animales experimentales'” y a los criterios de Festing.'®

Los animales fueron asignados azarosamente a seis
grupos: Sham A (SA; n =11), Sham B (SB; n=16), lesio-
nadas por ablacién cortical (AC; n = 6), recuperadas
después de la ablacién cortical (RAC; n = 12), lesio-
nadas por inyeccion intraparenquimal de FeCl, den-
tro de la corteza motora (Fe; n = 5), y recuperadas
después de la lesién por Fe (RFe; n = 16).

Veinticuatro horas antes de las cirugias, un pre-re-
gistro basal de la huella fue tomado en todas las ratas.
Luego los animales se anestesiaron con ketamina-
xilacina (100 mg/kg-5 mg/kg) y fueron montados en
un aparato estereotdxico (David Kopf). El craneo se
expuso mediante una incisién del cuero cabelludo y
se realizé un trépano de 1 mm de didmetro aproxima-
damente, sobre el sitio cortical representativo del miem-
bro posterior izquierdo" situado en las siguientes
coordenadas: Posterior 2 mm y lateral 2 mm con res-
pecto a bregma. Las ratas de los grupos AC y RAC
fueron danadas en esta area cortical motora (MCx)
mediante la aspiracién del tejido usando una bomba
de vacio (Stoelting, mod. 6C) acoplada a una pipeta de
vidrio (1 mm de didmetro). Por otro lado, todos los pro-
cedimientos quirtrgicos con excepcién de la aspira-
cién fueron realizados al grupo SA. Una vez que los
animales se recuperaron de los efectos de la anestesia,
la huella fue registrada cada 6 h durante 48 h. En los
sujetos restantes, se colocé quirtrgicamente una canu-
la dirigida a la MCx, que fue fijada sobre el craneo con
acrilico dental. Una vez que esos animales se recupe-
raron de la cirugia, se inyect6 liquido cefalorraquideo
artificial (LCFR, 5 pL) a los animales del grupo SB,
mientras que a los grupos Fe y RFe se les inyecté LCFR
conteniendo FeCl, (50 mM) en condiciones de libertad
de movimientos. Posteriormente el registro de la hue-
lla fue realizado cada 24 horas durante 20 dias. Las
ratas del grupo Fe fueron sacrificadas por decapita-
cién dos dias después de que se administré la inyec-
cién intraparenquimal de FeCl,.

Al final de los periodos de registro, los grupos res-
tantes de ratas se sacrificaron por decapitacién y tanto
los lados derecho e izquierdo del puente como los he-
misferios cerebelares fueron extraidos. El cerebro com-
pleto fue colocado en una plancha fria para extraer el
puente y el cerebelo, que fueron divididos en sus lados
derecho e izquierdo. Los tejidos se colectaron en tubos
de teflén conteniendo una solucién de 0.5 mL de acido
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perclérico 0.4 N conteniendo 0.1% p/v de metabisulfito
de sodio. Después los tejidos fueron homogeneizados y
centrifugados a 15,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
El sobrenadante fue filtrado y almacenado a -70 °C has-
ta su andlisis cromatogréafico. El contenido de NA fue
analizado por cromatografia de liquidos alta resolu-
cién (HPLC, ALLTECH 626) acoplado a un detector
electroquimico coulombiométrico (Coulochem III, ESA,
Inc.). Los picos se integraron en una computadora con
un programa Agilent EZ Chrom SI. Para determinar
las concentraciones de NA, los cromatogramas de las
muestras fueron interpolados con los cromatogramas
obtenidos de cuatro muestras estdndar, cuyas concen-
traciones de NA eran conocidas. Se utilizé una colum-
na analitica especifica para catecolaminas (ALLTECH,
adsorbosphere C18 100 X 4.8 mm, 3 um de tamafio de
particula). La fase moévil utilizada consistié de una
solucién de buffer de fosfatos (0.1 mM, pH 3.2) cuya
composicion fue (en mM): octil sulfato de sodio (0.2),
EDTA (0.1) y metanol (15% v /v). El flujo empleado fue
de 1.2 mL/min mientras que el potencial fue ajustado
a0.65 V contra un electrodo de referencia de Ag/AgCL

El encéfalo restante fue puesto en una solucién de
formol amortiguado al 10% para delinear la lesiéon por
medio de la tincién de Kluver-Barrera. Después de la
observaciéon por microscopia de luz, la cavidad fue
dibujada sobre los esquemas equivalentes tomados del
atlas estereotéxico de Paxinos y Watson.?

Las comparaciones estadisticas entre los valores
obtenidos del andlisis de la huella (largo, ancho y an-
gulo dela zancada, Figura 1) se realizaron mediante la
prueba U de Mann-Whitney (p = 0.05), mientras que
las comparaciones obtenidas del contenido total de NA
se realizaron mediante un ANOVA de una sola via
(p =0.05).

RESULTADOS

Después de que los cortes cerebrales se procesaron,
se observé que la cavidad correspondiente a las ratas
con ablacién comenzé a los -1.6 mm desde bregma,
alcanzé un maximo entre -2.56 mm y -2.80 mm y dis-
minuy6 a un tamafio final entre -3.14 mm y -3.60 mm
(Figura 2), area que cubre la representacion cortical
motora representativa del miembro posterior, segiin
Hall y Lindholm.” En el caso de la ablacién cortical,
fue frecuente observar zonas de gliosis (Figura 2A). Por
otro lado, las ratas lesionadas con FeCl2 mostraron
una cicatriz localizada dentro de la MCx aproximada-
mente a 1.5 mm de profundidad y a -2 mm de bregma
(Figura 2B).

El anélisis de la huella mostré que todos los anima-
les dafiados por ablacién tuvieron una disminucién

Figura 1
Parametros de la zancada medidos en una huella tipica. L
Longitud de la zancada (en cm), W ancho de la zancada (en
cm) y An angulo de la zancada (medido en grados).

L

Figura 2
Representacién esquemadtica que muestra la extension de
la lesion (izquierda) y fotomicrografias tomadas en las
zonas corticales equivalentes (derecha). El area mas
pronunciada de la lesion se dibujé en forma de cavidad
(flecha) sobre los esquemas equivalentes del atlas
estereotdxico de Paxinos y Watson 20, donde los niimeros
que aparecen debajo de cada esquema indican los milime-
tros de distancia a partir de bregma. Se observa que la
lesidn se circunscribe a la corteza motora, particularmente
en el area representativa del miembro posterior (M) corteza
motora primaria. En las microfotografias de la izquierda se
muestra la morfologia de ambas lesiones. A. Lesion cortical
realizada por ablacién del tejido, en la que la flecha
muestra una zona de gliosis (10X). B. Corte que muestra el
tracto de la aguja utilizada para inyectar la solucién de
FeCl, dentro del parénquima cortical. La flecha muestra la
punta de la aguja, que es el sitio exacto en el que se liberé
la solucién (40X).

significativa en el largo de la zancada después de 6 h
(-8.00% +2.4; p <0.001; Figura 3A), con un incremento
en el angulo (22.11% + 4.65; p = 0, 003; Figura 3B),
mientras que el ancho de la zancada no mostré cam-
bios significativos. Como se muestra en estas figu-
ras, la recuperacion se observé 24 horas después del
dafio, donde el promedio del porcentaje de cambio
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Figura 3
Parametros de la zancada medidos en la impresion de la
huella. Los datos referentes al ancho de la zancada no se
presentan debido a que no mostraron diferencias significa-
tivas. (A) Por ciento de cambio con respecto a la linea base
en la longitud de la zancada, medida cada 6 h durante 48
horas después de la cirugia. Se observa un acortamiento
importante después de 6 h en los animales dafiados y una
recuperacion 24h después de la lesion. Los datos estan
expresados como media * e.s.m. U Mann-Withney (* p <
0.05, ** p < 0,01). ° grupo Sham; ¢ grupo AC. (B) Por ciento
de cambio con respecto a la linea base en el angulo de la
zancada, donde se observa un incremento significativo
después de 6 h post-lesion. La recuperacién se observé 30 h
después de la lesion, aunque se observa una diferencia
marginalmente significativa en el punto inmediato a las 24
h. Después, la magnitud del 4ngulo se mantuvo
estadisticamente igual por al menos 48 h en ambos grupos.
Los datos estin expresados como media * e.s.m. U Mann-
Withney. (* p = 0,05, ** = p 0,01). ° grupo Sham A; * grupo

AC.
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con respecto al basal no es significativo. Esta recupe-
racion se sostuvo durante 48 h post-lesiéon. En contras-
te, los animales dafiados mediante administracién
intraparenquimal de FeCl, (Figura 4) mostraron un
aumento significativo en el largo de la zancada duran-

te los dias 2-3 después de la inyeccién (12-18%; p =
0.0086) y un decremento en el angulo de la zancada
enlos dias 2 (-5.24 = 3.08; p = 0.013), 3 (-8 % £ 3.13; p
=0.021),4 (-5.5% +2.87;p < 0.014) y 5 (-3.3% + 1.19;
p =0.007).

Cuando el promedio del contenido total de NA se
analiz6 tanto en el lado derecho como en el izquierdo
del puente (Cuadro 1), se encontrd que las ratas AC (6
horas después del dafio inducido por ablacién) mos-
traron un incremento significativo de NA medida en el
lado derecho, comparados con los grupos SA y RAC.

Figura 4
Parametros medidos en la huella. Los datos referentes al
ancho de la zancada no se presentan debido a que no
mostraron diferencias significativas. En términos generales,
se observa una variabilidad muy amplia en los valores del
largo y el angulo en ambos grupos (A) Por ciento de cambio
con respecto a la linea base en la longitud de la zancada,
medida cada 24 horas durante 20 dias post-lesién. Se
observa un incremento importante después de dos dias y la
recuperacion sobrevino 15 dias después de la lesién,
aunque se observaron algunas secuelas tardias en los dias
13 y 15. Los resultados estan expresados como media +
e.s.m. U Mann-Withney (* p = 0,05, ** P < 0,01). ° grupo
Sham; ¢ grupo AC. (B). Por ciento de cambio con respecto a
la linea base en el dngulo de la zancada, donde se observé
un decremento significativo dos dias después de la lesién.
La recuperacion se observé seis dias post-lesion, aunque
también se observé una secuela tardia en el dia 16. Los
resultados estan expresados como media + e.s.m. U Mann-
Withney (* p< 0,05, ** < p 0,01). ° grupo Sham; * grupo AC.
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Cuadro 1
Contenido de noradrenalina (en ng/g de tejido fresco) medido en el puente y cerebelo, en ratas del grupo
Sham, dafiadas por ablacion cortical (6h) y en ratas recuperadas (48h)

Sham 6 h post-lesion 48 h post-lesién
Puente
Derecha 717 + 1.08 9.76 + 0,72b 6.76 + 0,87
Lado izquierdo 7.30 = 0.79 10.16 + 0.78* 7.11 = 0.99
Cerebelo
Hemisferio derecho 726 + 0.89 747 + 0.77 7.40 = 0.93
Hemisferio izquierdo 6.95 + 1.03 8.46 + 0.66 8.72 + 1.25

* significativo con respecto al grupo Sham. ®: significativo con respecto al grupo 48 h post-lesion.

Cuadro 2
Contenido de noradrenalina medido (en ng/g de tejido fresco) en el puente y cerebelo, en ratas del grupo
Sham, dafiadas por Inyeccién de FeCl, (2 dias post-lesion) y en ratas recuperadas (20 dias post-lesi6én)

Sham 2 dias post- lesién 20 dias post-lesion
Puente
Derecha 3.12 + 0.54 ND 2.75 + 0.44
Lado izquierdo 3.35 + 097 ND 3.23 + 0.58
Cerebelo
Hemisferio derecho 711 = 0.90 0.29 + 0.18*° 3.78 + 1.88
Hemisferio izquierdo 710 = 0.81 0.31 + 0.19** 11.06 + 4.87

ND: Cantidades no detectables. *: significativo con respecto al grupo Sham. *: significativo con respecto a 20 dias post-lesién.

El mismo patrén de cambio se encontré en el lado iz-
quierdo (p =0.017), mientras que no hubo diferencias
significativas entre los niveles de NA encontrados en
los dos lados del puente de cada rata. Asimismo, el
contenido de NA cerebelar no mostré diferencias sig-
nificativas entre los hemisferios derecho (p =0.723) e
izquierdo (p = 0.565).

En el caso del dafio inducido por FeCl2 (Cuadro 2)
se encontrd que los niveles de NA después de dos dias
post- lesion estuvieron completamente agotados en
ambos lados del puente de las ratas pertenecientes al
grupo Fe. Sin embargo, los niveles de NA encontrados
en ambos lados del puente de las ratas del grupo RFe
fueron muy similares a los observados en las ratas del
grupo SB. Por otro lado, el contenido de NA cerebelar
se encontrd significativamente disminuido tanto en el
hemisferio derecho (p =0.001) como en el izquierdo (p
=0.003) de las ratas del grupo Fe, dos dias después de
que la lesién se realizé.

Discusion

Los resultados obtenidos muestran que las va-
riaciones en las lesiones cerebrales inducen efectos
diferenciales sobre la NA pontina y cerebelar, ade-
més de los pardmetros de la huella. En el caso de la
ablacién cortical, el contenido de NA se elev6 6 h

después de la cirugia y cuando los animales se re-
cuperaron, la NA pontina se encontrd en niveles
similares a los hallados en las ratas Sham después
de 48 h de la cirugfa. Por otro lado, la NA se hallé
completamente agotada en el puente dos dias des-
pués de que los animales fueron dafiados con FeCl,,
mientras que después de 20 dias de realizado el
dafio los niveles de NA se encontraron normales.
Esto se observé en ambos lados del puente. Se sabe
que la inervacién del LC a la MCx es ipsilateral 14,
por lo que se esperaria que un dafio en la MCx pro-
duzca un efecto ipsilateral sobre el LC. Sin embar-
go, los cambios de NA se observaron en los dos
lados de puente, lo que sugiere la existencia de una
retroalimentacién entre ambos lados pontinos. Hay
fuerte evidencia de que los efectos conductuales del
dafio cortical motor resultan de una depresién fun-
cional en areas cerebrales remotas e intactas, pero
relacionadas con el sitio dafiado, concepto conoci-
do como diasquisis.” Esto parece ser aplicable en
el caso de una lesién crénica donde la NA dismi-
nuye cuando la secuela motora es mas alta. En el
caso de la lesién aguda (ablacién cortical), el incre-
mento de NA en el puente pudiera también ser par-
te de esa depresion funcional, ya que la NA podria
poseer un mecanismo autoinhibitorio dentro del
puente como ha sido propuesto previamente.?
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Nuestros resultados sugieren que la diasquisis esta
involucrada, sin importar los mecanismos implicados,
debido a que ambos modelos de lesién representan un
dafio cerebral circunscrito, caracteristica afiadida a la
existencia de una base neuronal para explicar esta
depresion funcional, la participacién de una estructu-
ra remota relacionada con el sitio de la lesién (el puen-
te), relaciones anatémicas entre el puente y la corteza,
y ademas el proceso es reversible.*

En este contexto, los estudios farmacolégicos sugie-
ren que la inhibicién de la liberacién de NA en las
células post-sindpticas podria estar mediada por los
adrenoceptores 0.2, ampliamente distribuidos en las
neuronas del LC. De esta manera, el enlace de la NA
pontina a estos receptores podria producir la dismi-
nucion en la liberacién cerebelar de NA reportada des-
pués del dafio en la MCx." Especificamente, el receptor
involucrado podria ser el a2A, que se encuentra en
100% de las neuronas de LC de la rata® y se ha repor-
tado que un agonista a2 inhibe la liberacién de NA en
96%.% La accién inhibitoria de NA también ha sido
observada en otras areas cerebrales, tal como la inhibi-
cién colinérgica mediada por NA en los ntcleos
tegmentales.”

Entonces, nuestros resultados muestran que se esta
frente a dos mecanismos de diasquisis: Uno podria
estar mediado por la deplecién de la NA pontina, qui-
z4& como consecuencia de la reconstruccién de los cir-
cuitos dafiados por el estrés oxidativo derivado de la
administracion de FeCl,. Es posible que en este caso
las neuronas noradrenérgicas sinteticen proteinas es-
tructurales en lugar de NA, para reconstruir los axones
dafados. Por otro lado, el dafio agudo produce un in-
cremento de NA que también podria dirigir a la inhibi-
cidn, esta vez mediado por los receptores alfa. Ambos
mecanismos producen alteraciones motoras que son
consistentes con la evaluacién motora. El analisis de
la huella mostré que el largo de la zancada disminuy6
en los animales del grupo AC, pero se incremento en
los animales Fe, cuando los niveles de NA se
incrementaron y disminuyeron, respectivamente. Tam-
bién se observé que el dngulo de la zancada se
incrementd en los animales CA mientras que disminu-
y6 en las ratas Fe. Entonces es aparente una relaciéon
negativa entre el contenido de NA pontina y el largo
de la zancada, mientras que una relacién positiva en-
tre el contenido de NA y al &ngulo de la zancada pare-
ce estar presente.”

No esté claro como el dafio cortical unilateral resul-
ta en un incremento bilateral de NA pontino, ya que la
inervacion entre el LC y la corteza es predominante-
mente ipsilateral.'* Es posible que los efectos del dafio
unilateral en la MCx tengan una influencia en ambos

lados del puente.' En cambio, la inervacién del LC al
cerebelo es bilateral ® y los efectos de la lesién de MCx
sobre el cerebelo pueden llevar a efectos retrégrados
bilaterales dentro de las neuronas del LC. Sin embar-
g0, no se observaron cambios en los niveles cerebelares
de NA. La mayoria de la literatura ha mostrado que
NA cerebelar estd involucrada en los mecanismos
que participan en la recuperacién, por ejemplo, una
disminucién NA cerebelar se ha reportado después de
lalesi6n cortica®®! y esos niveles retornan a los valores
normales cuando se administra anfetamina.®® También
se ha reportado que las infusiones de NA en el cerebe-
lo facilitan la recuperacién después del dafio cortical
sensoriomotor.® Estas observaciones apoyan la exis-
tencia de un mecanismo cerebelar mediado por NA,
mecanismo que lleva a la recuperacién después del
dafio cerebral.®® La ausencia de cambios en el conteni-
do de NA cerebelar encontrada en ratas con ablacién
sugiere que la actividad noradrenérgica en el cerebelo
relacionada con la recuperacién estd delimitada en
regiones discretas como podria ser la corteza cerebelar.
Se sabe que las porciones dorsal y ventral del LC
inervan a las neuronas de la corteza cerebelar y, en
menor extension, a los nticleos cerebelares.?’3! Sin em-
bargo, la extension del dafio podria amplificarse en el
caso de una lesién crénica, debido a que las ratas da-
fadas con hierro mostraron una importante diminu-
cién de NA después de dos dias post-lesion.

De esta forma, en este trabajo se demuestra que las
alteraciones motoras dependen del tipo de dafio y que
la inhibicién funcional remota podria estar mediada
por efectos diferenciales sobre la NA pontina. Por otro
lado, se encontré que cuando los animales se recupe-
ran del dafio motor, muestran niveles de NA pontina
muy similares a los encontrados en ratas Sham 48 h
después de la cirugia, sugiriendo un papel importante
del puente en la inhibicién cerebelar después del dafio
cortical. Asimismo, la carencia de efectos sobre el con-
tenido cerebelar de NA después de la ablacién abre la
necesidad de investigar areas cerebelares especificas
relacionadas con la recuperacién después del dafio
cortical. Esto también aplica a la dimensién cerebelar
global observada después del dafio inducido por FeCl,,
ya que una deplecién generalizada de NA podria diri-
gir a una disfuncién conductual mayor, tales como sin-
tomas ataxicos y alteraciones en el balance.

Larelevancia de este estudio acerca de los mecanis-
mos bioquimicos que conducen a la recuperacion des-
pués del dafio cerebral es pertinente para el desarrollo
de estrategias farmacoldgicas que mejoren la recupe-
racién en humanos. Debe notarse que los resultados
obtenidos en experiencias clinicas son muy similares
alos observados en los animales experimentales,* su-
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giriendo que los mecanismos bésicos de recuperacién
también son parecidos entre la rata y el humano.
Finalmente debe considerarse que el uso clinico de
agonistas y antagonistas noradrenergicos en huma-
nos con secuelas de dano cerebral, tales como
antidepresivos y ansioliticos, podrian acortar o alar-
gar el tiempo en el que la depresién neuronal remota
ocurre, facilitando o dificultando a la recuperacién
funcional. Més estudios son necesarios a fin de escla-
recer los mecanismos detallados subyacentes a la re-
cuperacién cerebral después del dafio. En particular el
papel especifico del LC en la depresién funcional
noradrenérgica debe de ser estudiado.
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