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Resumen

Este proyecto de investigaciébn se realizd en el laboratorio de Neurofisiologia
Comportamental de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional, con el propésito de
observar la evolucion en el tiempo de los cambios en la plasticidad sinéptica del circuito
comisural CA3-CAL del hipocampo tras una lesion del nervio facial en ratas.

Para tal fin se realizaron lesiones irreversibles de las ramas mandibular y bucal del nervio
facial (LNF) derecho, lo que provoco una parélisis del tercio inferior de la cara en los
animales experimentales. Esta paralisis imposibilitd el movimiento activo de las vibrisas del

lado lesionado.

Se registraron in vivo las amplitudes del potencial excitador post-sinaptico poblacional
(FEPSP) de la regién CA1 contralateral a la lesion tras una estimulacion en la region CA3
ipsilateral, esto una vez hubieran transcurrido 1 (1D, n=3),3(3D,n=3),7 (7D,n=4) 021
(21D, n = 2) dias post-lesion y se compararon los valores obtenidos con respecto al grupo

control (Sham, n = 4).

Se observo que, aunque todos los animales presentaron una facilitacion de la respuesta
mediante un protocolo de pulsos emparejados, la LNF disminuy6 dicha facilitacion en los

animales de los grupos 3D y 7D.

Se observo ademas que tras la LNF todos los grupos experimentales lograron potenciar la
respuesta post-sinaptica tras un protocolo de estimulacion por alta frecuencia (HFS), pero
evidenciando una disminucion significativa de la expresion de la potenciacion a largo plazo

(LTP) en los grupos 3D, 7D y 21D con respecto al grupo control Sham.

Con el protocolo de induccion empleado en esta investigacion (6 trenes de 100 Hz) se logré

evidenciar un componente pre-sindptico en la LTP. Se observé que la LNF deteriord este



componente en los animales de los grupos 1D, 3D, 7D y 21D con respecto al grupo control.
Los animales del grupo control y en menor medida los animales del grupo 3D presentaron
una disminucidn en su facilitacion de la respuesta tras la estimulacién tetéanica, lo cual no se

evidencid en los demas grupos experimentales.

Palabras clave: Lesion de nervio facial, hipocampo, plasticidad a corto plazo, plasticidad a

largo plazo, nervio periférico, registro in vivo.



Abstract

The experiments described here were conducted at the Behavioral Neurophysiology
Laboratory of Medicine School, Universidad Nacional de Colombia. The goal of this
research was to describe the evolution of changes in synaptic plasticity of hippocampal CA3-

CAL commisural circuit, after facial nerve injury in rats.

For such end, irreversible injury on the mandibular and buccal branches of the right facial
nerve (FNI, facial nerve injury) were made. This injury provoked an irreversible paralysis of
the facial’s lower third of experimental animals. It means, the facial nerve injury produced

paralysis that lead to the impossibility of active movement of the vibrissae of the injured side.

The amplitudes of field excitatory potentials (fFEPSP) were recorded in vivo in hippocampal
CAL region (contralateral to injury) after electrical stimulation of crescent amplitude in the
CA3 region (ipsilateral to injury), at 1 (1D, n=3),3(3D,n=3),7 (7D, n=4) or 21 (21D, n
= 2) days post-lesion. The values obtained were compared with a sham-surgery group

(control, n = 4).

After the FNI we reported that all the experimental groups were able to potentiate the CA3-
CALl synapsis, at least by one hour after high-frequency stimulation protocol (HFS);
however, we found a significant decrease in this potentiation in 3D, 7D and 21D groups,

compared with the control group.

Short-term plasticity was analyzed with a pair-pulse stimulation through the comparison of
the responses to two sequential identical stimuli, separated by an inter-stimuli interval of 100
ms. The ratio between the response of the second stimulus/response to the first stimulus
(R2/R1, registered in CAL after stimulation in contralateral CA3) was evaluated in all
experimental groups. It was found that the control and all the experimental groups were able
to facilitate their response to a second stimulus in regard to the first one. Nonetheless, the

facilitation was significantly diminished in 3D and 7D groups when compared to the control



group. Furthermore, after a HFS, both control and 3D groups diminished significantly their

facilitation ratio.

Keywords: Facial nerve lesion, hippocampus, short term plasticity, long term plasticity, in

vivo recording.
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Definicion y planteamiento del problema

Una funcién primordial del sistema nervioso se centra en su capacidad de responder a
lesiones traumaéticas, tanto de tipo sensorial como motor. Se ha reportado que, de 5.777
pacientes canadiense ingresados por lesiones traumaticas, 295 (5.1%) poseian lesion de
nervio periférico ( ). Colombia es desafortunadamente el cuarto pais del
mundo con mas victimas por minas antipersonas, muchas de ellas con amputaciones de una

0 mas extremidades, encontrado con 6.742 victimas entre los afios 1998 y 2008 (

).

En estudios relativamente recientes, se ha evidenciado que tras una lesion de nervio ciatico
hay un aumento en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en la region de la fascia
dentada del hipocampo de ratas y que esto esta asociado con modificaciones en la plasticidad
de la sinapsis CA3-CAL ( ). Hasta la fecha no existen otros estudios que
evallen las modificaciones en la plasticidad hipocampica luego de lesiones en otros nervios
periféricos. En nuestro laboratorio utilizamos el modelo de lesion del nervio facial para
evaluar cambios estructurales y funcionales que ocurren en el sistema nervioso central (SNC)
luego de la lesion periférica. En este sentido, nos hemos enfocado en las modificaciones que
ocurren a nivel neuronal y glial en estructuras como la corteza sensorio-motora. En la region
de la corteza motora primaria (M1), hemos descrito una activacién microglial que se hace
evidente desde los 7 y se presenta hasta los 21 dias post-lesion, esto acompafiado de
modificaciones morfoldgicas y fisiologicas en las dendritas de las neuronas piramidales
( ). Para la region hipocampal hemos reportado un aumento bilateral en la
expresion Gap-43 ( ), sinembargo, hasta el momento no hemos evaluado
si existen modificaciones a nivel funcional en el hipocampo tras la lesién de este nervio

periférico.

Los cambios electrofisioldgicos que pueda llegar a presentar la sinapsis CA3-CALl pueden

obedecer a varios factores, por ejemplo: la incapacidad del animal de realizar una exploracion
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activa del espacio circundante préximo y que repercuta en modificaciones en la actividad de
las redes neuronales a nivel de SNC ( ); el estrés fisiologico que pueda
experimentar el animal dada la pérdida de un comportamiento vital como es el batido de las
vibrisas ( ) y las consecuencias que las hormonas del estrés pueden estar
teniendo sobre las redes neuronales del hipocampo (

); la activacién microglial ( ) o el
aumento de citoquinas pro-inflamatorias en SNC ( ),
con las consecuencias sobre los procesos de plasticidad.
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1. OBJETIVOS

1.1 General

Caracterizar el efecto de la lesion unilateral irreversible de las ramas bucal y mandibular del
nervio facial sobre las propiedades electrofisioldgicas basales y la potenciacién a largo y
corto plazo de la sinapsis comisural CA3-CA1 del hipocampo en ratas.

1.2 Especificos

e Caracterizar la respuesta post-sinaptica poblacional en la regién CA1 del hipocampo,
frente a estimulos de intensidad creciente en la region CA3, a distintos tiempos luego
de la lesion unilateral del nervio facial.

e Caracterizar la evolucion de los cambios en la plasticidad a corto plazo de la sinapsis
CA3-CALl en el hipocampo, asociados a la lesion unilateral del nervio facial, a traves
de un protocolo de estimulacién con pulsos emparejados.

e Caracterizar la evolucion de los cambios en la plasticidad a largo plazo en la sinapsis
comisural CA3-CAL del hipocampo, asociado a la lesion unilateral del nervio facial,
a través de un protocolo de estimulacion tetanica (estimulacion de alta frecuencia,
HFS).

e Caracterizar las modificaciones en la probabilidad de liberacién de la sinapsis CA3-
CAL1 del hipocampo, asociadas a la lesion unilateral del nervio facial, antes y después

de la estimulacion de alta frecuencia (HFS).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Sistema sensoriomotor de las vibrisas mistaciales

Las ratas son animales que desarrollan la mayor parte de sus actividades en ambientes
nocturnos ( ). A corta distancia emplean el batido activo de las vibrisas y
el olfateo para el reconocimiento de objetos, el desplazamiento adecuado en su entorno, la
blusqueda de comida y refugio y la interaccién social entre conespecificos ( )

En la rata, el parche de vibrisas mistaciales lo conforman aproximadamente 35 largas
vellosidades tactiles ubicadas a ambos lados del labio superior del animal y se encuentran
organizadas en varias filas. La fila superior (méas dorsal) se denomind A, seguida de manera
descendente (méas ventral) por las filas B, C, D y E. Cada fila posee entre 4 a 7 vibrisas

organizadas en arcos ( ).

Las vibrisas se encuentran inervadas por proyecciones de las motoneuronas del nervio facial
y por aferencias del nervio trigémino, siendo estos la totalidad de su sistema sensoriomotor
( ). A continuacion, una descripcion de la conectividad cortical y

subcortical de estos nervios.

2.2 Sistema somatosensorial

El foliculo piloso de cada vibrisa se encuentra inervado por neuronas del nervio trigémino
con diversos tipos de mecano-receptores, los cuales varian en su sensibilidad y en el tipo de
informacion sensorial que procesan. Se han reportado diferentes tipos de terminaciones
nerviosas, incluyendo: terminaciones nerviosas de Merkel, lanceoladas, reticuladas y de

Ruffini entre otras ( ).

El cuerpo celular de estas terminaciones sensoriales se encuentra principalmente en el
ganglio del trigémino y por norma cada neurona recibe informacién de solo una vibrisa,

organizandose de tal manera que se genera un mapa somatotopico (

).
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Las neuronas del ganglio del trigémino trasmiten la informacién tactil de las vibrisas a los
ndcleos sensoriales del trigémino. Los nacleos del trigémino se conforman principalmente
en nucleo principal del trigémino (PrV) y el nicleo espinal del trigémino (SpV) (

). La organizacion somatotdpica presente en el ganglio se mantiene tanto en PrvV
como en SpV, formando grupos discretos de neuronas que reciben el nombre de barriletes
( ). Las neuronas de cada barrilete reciben informacién sensorial
de solo una vibrisa y mantienen confinado su arbol dendritico dentro de los bordes del mismo.
Por otro lado, las neuronas que se encuentran entre los barriletes (tabiques o septa) presentan
arboles dendriticos mucho més extensos y reciben informacion sensorial de maltiples

vibrisas ( )-

Los nucleos del trigémino poseen conexiones contralaterales con los nicleos pontinos, oliva
inferior, coliculo superior y a la zona incerta. De manera ipsilateral se han descrito
conexiones con el nicleo olivar inferior, cerebelo, formacion reticular pontomedular y nicleo
lateral facial ( ). Las proyecciones desde el PrV hacia las regiones lateral,
dorsolateral e intermedio del nucleo del nervio facial dan cuenta de la influencia
somatosensorial de las regiones mandibular y maxilar del rostro de la rata en el batido de las
vibrisas. Sin embargo, la mayor parte de las eferencias de los nucleos del trigémino se
proyectan hacia los nacleos ventral posterior medial (VPM) y posterior medial (PoM) del

talamo ( ).

La organizacion somatotdpica presente en los barriletes de los nucleos del trigémino se
mantiene en el nucleo VPM con el nombre de barriloides ( ), esta
estructuracion anatomica no se presenta en el nicleo PoM. (

). El tdlamo se considera la principal puerta de entrada de informacion a la regién
cortical de varias modalidades sensoriales, entre ellas el tacto. La corteza somatosensorial
primaria y secundaria (S1 y S2, respectivamente) son las encargadas de procesar la
informacion somatica proveniente de todo el cuerpo. En las ratas una gran parte de S1 se
encuentra dedicada exclusivamente a las vibrisas (vS1) y mantiene el arreglo topolégico
presente en VPM, con el nombre en este caso de barriles (

). vS1 mantiene ademas el arreglo laminar presente en todas las cortezas, con 6

capas, siendo principalmente las capas 4 y 5 las encargadas de la entrada de informacion.
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Desde las vibrisas hasta la corteza existen varias rutas eferentes, las mas detalladas constan
de tres relevos neuronales: la neurona del ganglio del trigémino, la neurona de la ruta

trigémino-talamica y la neurona talamo-cortical.

Hasta el momento se han descrito seis rutas trigemino-talamo-corticales para la informacion
somatosensorial de las vibrisas, siendo las rutas lemniscal y paralemniscal de las mas
detalladas (Figura 1). De estas dos, la ruta lemniscal es la principal encargada de conducir la
informacion sensorial individual de las vibrisas hacia la corteza, conectando los barriletes del
PrV con las capas 4, 5b y 6a de los barriles de vS1 a través de los barriloides del nicleo VPM
del talamo ( ). La ruta paralemniscal surge
desde el ntcleo SpV del trigémino, proyecta en el nicleo PoM del tAlamo y de ahi hacia vM1
yalascapasbay1ldevSlyvS2 ( ).

Los barriles de vS1 poseen aferencias hacia otras capas dentro de un mismo barril, a otras
regiones dentro de vS1, a otras regiones corticales fuera de vS1; como la vM1 (
), insular, vS2 y perirrinal ( ) y a los nucleos VPM y PoM en

el talamo ( ).
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Figura 1: Rutas trigémino-talamo-corticales de las vibrisas mistaciales en roedores.
Esguema de los diferentes relevos neuronales que existen en el sistema sensoriomotor de las
vibrisas mistaciales en roedores. Las flechas indican, de acuerdo a su color, las diferentes
rutas y proyecciones que se ha detallado hasta el momento. A) Barriles en la corteza S1,
corteza S2 y la region dedicada a las vibrisas en M1. Los ndmeros indican las capas
neuronales para cada corteza. Los rectangulos rojos representan los barriles de la corteza S1.
R = Rostral, D = Dorsal B) Nucleos del tdlamo. Los 6valos de colores en VPMdm y VPMh
representan los barriloides. VPM (nucleo ventral posteromedial), Pom (Nucleo
posteromedial), LD (Nucleo laterodorsal). C) Nucleos del trigémino. Los évalos de colores
en PrV y SpVic representan los barriletes. PrV (Nucleo principal del trigémino). SpVo,
SpVir, SpVic (Subdivisiones del Nucleo espinal del trigémino). L = Lateral. Tomado y
modificado de Bosman et al., 2011,
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2.3 Sistema motor

Las vibrisas mistaciales cuentan con dos tipos de musculos estriados que le permiten el
movimiento voluntario: los extrinsecos; aquellos que se originan fuera de la region del parche
de las vibrisas mistaciales, y los intrinsecos, asociados a los foliculos de las vibrisas y a
diferencia de los extrinsecos no se encuentran anclados al craneo. La protraccion de las
vibrisas se da de manera activa y requiere exclusivamente de los musculos intrinsecos,
mientras que la retraccién se da de manera pasiva ( ). Tanto
los masculos intrinsecos como extrinseco del parche de las vibrisas mistaciales son inervados

por motoneuronas colinérgicas del nervio facial, con su soma en el nucleo facial lateral

(

El nervio facial hace parte junto con el nervio intermedio del séptimo par craneal. El nervio
intermedio es de cardcter somatosensorial mientras que el nervio del facial es
predominantemente motor. A la salida del craneo a través del foramen estilomastoideo, el
nervio facial se divide principalmente en cinco ramas, cuatro de las cuales son motoras: la
rama temporal, la cigomatica, la bucal y las ramas mandibular marginal superior e inferior.
La quinta rama, la posterior auricular, es la primera en dividirse y es la Gnica que posee fibras
eferentes. Las ramas bucal y mandibular marginal superior se encargan del movimiento de
las vibrisas, esto de acuerdo a estudios realizados con estimulacion eléctrica y una

combinatoria de lesiones sobre las diferentes ramas (

).

Las estructuras neuronales que originan y la regulan el batido de las vibrisas es ain tema de
investigacion. El nucleo lateral del facial juega un importante rol debido a que es la Unica
estructura neuronal que posee una salida de informacién directa hacia ellas a través de sus
motoneuronas ( ). Varias estructuras corticales y subcorticales
proyectan hacia el nacleo del nervio facial de manera monosinaptica, entre ellas los nicleos

del trigémino, el coliculo superior, la formacion reticular pontomedular, el nicleo
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mesencefalico profundo, el nucleo del rafé y el area de las vibrisas en la corteza motora

primaria (vM1) ( ).

Se ha propuesto que un generador central de patrones (GCP) a nivel subcortical produce el
batido ritmico de las vibrisas. Esto con base en una serie de lesiones en vM1 que aunque
modifican de manera sutil el batido de las vibrisas no impide su generacion (

). Ademas, se ha visto tanto a nivel electrofisiolégico como comportamental,
que la activacion de la regién vM1 produce un comportamiento inhibitorio y de regulacion
fina del movimiento de las vibrisas de rata ( ).

Como GCPs se ha propuesto el nacleo del rafé debido a que sus proyecciones
serotoninergicas hacia el nucleo facial aumentan la probabilidad de disparo en las
motoneuronas durante estados de vigilia ( ). Recientemente y bajo la
evidencia de una cercania anatomica del nacleo de las motoneuronas de las vibrisas y del
nacleo involucrado en el olfateo de la rata (Complejo pre-Botzinger), asi como la
coordinacion comportamental entre el batido activo de las vibrisas y el olfateo, se ha
propuesto un oscilador neuronal para el movimiento ritmico de las vibrisas en la banda
intermedia de la formacidn reticular (vIRt), el cual no solo posee una actividad neuronal
coordinada con la periodicidad del batido de las vibrisas, también al verse lesionado o
inhibido farmacolégicamente produce una ausencia de esta periodicidad y al activarlo de

manera artificial, la promueve ( ).

Finalmente, se ha descrito que no solo vML1 posee la capacidad de modificar el movimiento
de las vibrisas. Los barriles de la corteza somatosensorial primaria ejercen también accion
directa sobre ellas y son en parte responsable de la retraccion, pero no de la protraccion de

las vibrisas ( ).

2.4 Sistema hipocampal
En el I6bulo medial temporal de los humanos se encuentran varias estructuras, entre ellas el
hipocampo, que cuentan entre sus funciones la formacién de la memoria declarativa,

especialmente la memoria relacionada con eventos autobiograficos 0 memoria episddica y se
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ha visto que esto se logra gracias a la capacidad que tiene el hipocampo para relacionar de
manera espacial y temporal estimulos sensoriales, cognitivos y emocionales del organismo
( ). Para poder hacer esto el hipocampo

presenta una organizacion y conectividad particular.

En las ratas, la region hipocampica se compone de dos estructuras corticales: la formacion
hipocampal y la formacion para-hipocampal. La formacién hipocampal la componen el giro
dentado, el subiculo y el hipocampo propiamente dicho, el cual a su vez se encuentra dividido
en tres regiones: CA3, CA2 y CAL ( ). Todas las tres regiones de la
formacion hipocampal comparten una tri-estratificacion y poseen ademas una conectividad
unidireccional distintiva, diferente a las demas regiones corticales. El giro dentado a través
de sus fibras musgosas proyecta sobre la region CA3 del hipocampo, éste sobre el mismo a
través de sinapsis recurrentes, sobre CAL a través de las colaterales de Schaffer y a CA2,
CA2 a su vez proyecta sobre CAL, el cual posee aferencias sobre el subiculo (

). Este bucle de informacién en la red hipocampal concluye con las proyecciones que

emanan de CA1 y el subiculo hacia la corteza entorrinal (Figura 2).

La corteza entorrinal provee al hipocampo de su mayor entrada de informacion cortical.
Clasicamente se ha dividido a la corteza entorrinal en area entorrinal medial (MEA) y area
entorrinal lateral (LEA). Existen dos vias de entrada hacia el hipocampo desde la corteza
entorrinal, la via perforante que se proyecta hacia el giro dentado y CA3 y la via temporo-

amonica que proyecta hacia la region CA1 y el subiculo ( ).

Debido a su rol en la formacion de la memoria episodica, el hipocampo junto con la corteza
entorrinal fueron sujeto de estudios electrofisiologicos con animales no anestesiados en libre
movimiento, lo que permitié descubrir en un principio que en la region Cornus Ammonis
(CA) se encontraban grupos de neuronas con patrones de disparo que coincidian con la
posicion en la que se encontraba el animal, por lo que se les denomino células de lugar
( ). Este descubrimiento modifico la concepcidn
del hipocampo como una estructura encargada exclusivamente de la memoria episodica y lo
posicioné como una red neuronal fundamental para la representacion espacial y la memoria

espacial. Ademas de las células de lugar en la region CA del hipocampo, se encontrd que en
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la regidn dorsal de la corteza entorrinal existe otro grupo de células que también poseen un
patron de disparo en sintonia con la posicion del animal pero que, a diferencia de las células
de lugar, estas presentan varios lugares de disparo con regiones silenciadas entre ellas,
formando un patrén en forma de malla hexagonal, por lo que se les llamé células en red o
grid cells en inglés ( ). Junto con las células de lugar y
las células en red se han sumado las células de borde en el subiculo (

) y de posicion de la cabeza en la corteza parahipocampal ( ), las cuales
han ampliado la diversidad de la red neuronal que permite la representacion espacial en la
rata.

La region hipocampal cuenta con una simetria estructural en ambos hemisferios y posee
proyecciones reciprocas entre éstos. De manera septal, la region hipocampal, se agrupan
axones en una estructura llamada fimbria y que antes de entrar al fornix cruzan la linea media

generando fibras comisurales ( ).

El hipocampo no posee conexiones directas con las motoneuronas del nucleo facial; sin
embargo, existen varias rutas que el sistema somatosensorial usa para comunicarse con el
hipocampo. Se ha descubierto recientemente que la region CA1 recibe una entrada precoz de
informacion proveniente del nicleo reuniens del talamo, el cual posee aferencias del nacleo
espinal (SpV) del trigémino ( ). Contando un relevo
neuronal mas, se ha descrito una entrada proveniente del sistema somatosensorial a la
formacién parahipocampal a través de proyecciones del nicleo PoM del talamo hacia la

corteza entorrinal y perirrinal ( ).

De manera funcional se ha detallado que la frecuencia de disparo en las neuronas de la region
CAL del hipocampo depende fuertemente de la informacion proveniente de las vibrisas y que
una inhibicion con muscimol de la corteza S1 y del nucleo VPM del talamo disminuye en
gran medida la actividad neuronal electrica evocada ( ), por lo que se ha

propuesto la ruta leminiscal como una entrada de informacion sensorial al hipocampo.
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Figura 2: Modelo gréafico del hipocampo en rata. La linea negra representa la ruta
canonica trisinaptica del hipocampo. La linea roja muestra otras rutas importantes dentro del
hipocampo como las proyecciones recurrentes de CA3 o la entrada directa de la corteza
entorrinal hacia las areas CA del hipocampo. (Tomado y modificado de Knierim, 2015).
Abreviaturas: EC: Corteza entorrinal, DG: giro dentado (o fascia dentada), CA: cornus
ammonis.

2.5 Paradigma de lesion de nervio facial

En caso de verse lesionado algun componente del sistema nervioso, los organismos cuentan
con mecanismos de contingencia que le permiten mantener la homeostasis y enfrentar la
perdida de funciones sensoriales y/o motoras que puedan llegar a experimentar (\Waller,
1850). Para entender los mecanismos y limitaciones de dichas contingencias fisiologicas del
SNC en respuesta a una lesion periférica, ya sea motora o somatosensorial, ha sido necesaria
la implementacién de procedimientos y técnicas que permitan una aproximacion
experimental sin las restricciones de los modelos humanos. George Kreutzberg (<reutzberg,
1986) formalizé un modelo in vivo en ratas en donde se genera una lesion del nervio facial a

la altura del foramen estilomastoideo, con lo que se ha logrado determinar mecanismo de
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regeneracion y degeneracion del nervio (
), ademas de evaluar los efectos de diferentes factores
neurotroficos en la supervivencia de la motoneurona del nervio facial (
) y los cambios corticales y subcorticales
relacionados con el dafio periférico ( ).

La axotomia se realiza distal al foramen estilomastoideo, ya que una lesién a esta altura el
nervio facial es eminentemente motor, lo que produce una paralisis facial del lado lesionado
y que tiene como caracteristicas la retraccion de las vibrisas hacia la region preauricular de
la rata, la desviacion de la nariz hacia el hemisferio lesionado ( ). La
axotomia del nervio facial posee varios beneficios en comparacion con otro tipo de lesiones
periféricas mas directas, entre ellas, la distancia que existe entre el lugar de la lesion y los
nucleos de la motoneuronas en el tronco cerebral garantiza que no se producira una lesion
directa en el SNC y que no habra una ruptura de la barrera hematoencefalica y por lo tanto
una invasion de células inmunes del torrente sanguineo ( ) 0 que
permite un rango de severidad en la lesion, lo cual ayuda al investigador a examinar
diferencias cualitativas y cuantitativas en los patrones de respuesta en diferentes niveles del

sistema sensorio-motor ( ).

Los tipos de lesion pueden clasificarse experimentalmente en quirargicos y farmacoldgicos,
y de manera funcional en reversibles e irreversibles. La lesion irreversible quirdrgica
involucra la remocion de una seccion del nervio, impidiendo la regeneracion axonal y, por lo
tanto, la recuperacion de la funcion motora. De acuerdo a qué tan distal o proximal haya
ocurrido la lesién con respecto al ndcleo del facial, la regeneracién axonal y la muerte
neuronal serdn menos 0 mas severas, respectivamente ( ). Por otra parte,
una lesion reversible se logra, en la mayoria de los casos, realizando una compresion del
nervio, lo que conlleva un dafio axonal no tan severo y con posibilidad de regeneracion
estructural y funcional, la cual toma alrededor de dos a tres semana (

). En una lesion reversible, la funcion motora comienza a recuperarse al décimo dia,
evidenciando mejorias en el movimiento de las vibrisas tras dos semanas post-lesién y una

completa recuperacion tras un mes ( ).
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Para el nervio facial se ha reportado que en ratas Wistar, aproximadamente el 25% de las
motoneuronas llevan a cabo muerte celular tras una axotomia. Este porcentaje se ve
incrementado si la axotomia se lleva a cabo de manera intracraneal y cerca al tronco del
encéfalo ( ). El momento del
desarrollo en la rata tiene una gran importancia a la hora de evaluar la regeneracion en las
motoneuronas. Los primeros indicios de esta reestructuracion del plan fisiolégico en la
motoneurona se lograron tras una compresion de nervio facial a diferentes tiempos
posnatales, en donde se reportd que la supervivencia de las motoneuronas se incrementa
conforme la rata envejece ( ). En estudios posteriores se cuantificd que hasta un

80% de las motoneuronas axotomizadas llevan a cabo muerte celular en neonatos (

).

2.5.1 Efecto de la lesion de nervio facial sobre el sistema sensoriomotor de las vibrisas
Mediante estimulacion eléctrica intracortical se ha podido caracterizar una reestructuracion
del mapa motor a nivel funcional en respuesta a lesion irreversible del nervio facial, en donde
la representacion cortico-motora correspondiente al masculo denervado se torna silenciosa e
incapacitada de producir una activacion del mdsculo en respuesta a una estimulacion eléctrica
( ). Pocas horas después de la lesion se puede
observar que una estimulacion eléctrica en la misma region provoca la activacion muscular
del parpado y antebrazo, evidenciando un proceso plastico en favor de la invasion del area
del masculo denervado por otras representaciones motoras intactas ( ). Se
ha reportado que esta rapida disminucion del area de la corteza motora capaz de provocar
movimientos en las vibrisas tras un estimulo eléctrico continta hasta por cuatro dias (

). Se ha reportado, ademas, que la corteza M1 presenta una disminucion de la

inhibicion de manera bilateral tras una lesion del nervio facial ( ).

En nuestro laboratorio se ha observado que tras una lesién irreversible de las ramas bucal y
mandibular del nervio facial, el &rbol dendritico en neuronas piramidales de la capa 5 de M1
se retrae. Esta retraccion difiere entre las dendritas apicales y basales de manera temporal y
en magnitud. Las ramificaciones apicales presentaron un pico de retraccion a la semana de
haberse efectuado la lesién, con una regeneracion que se prolongé por el resto del

experimento sin que estas llegasen a los niveles control. Para el arbol dendritico apical se
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observo una retraccion permanente durante las cinco semanas que duré al menos por tres
semanas ( ). Mediante el uso de ratones transgénicos con marcadores
fluorescentes para proteinas de la microglia y de las neuronas piramidales de vM1, nuestro
laboratorio también ha podido caracterizar la proliferacion de la microglia en vM1 tras una
lesion de nervio periférico ( ). Finalmente, se han reportado que este
paradigma de lesién produce cambios en las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas
piramidales de la capa 5 de vML1 ( ).

2.6 Efecto de la lesion del nervio facial sobre las células gliales.
La microglia es la célula inmune con capacidad macrofaga residente del SNC. Representa
aproximadamente un 20% del total de células gliales y se la clasifica morfolégicamente entre
estado de reposo y estado activo. En su estado de reposo presenta ramificaciones que censan
de manera activa su entorno circundante. En su estado activo presenta una morfologia
ameboidea, engrosando su soma celular y retrayendo sus ramificaciones, proliferando y
migrando hacia areas del cerebro que presenten algun insulto fisiologico (
), ademas de modificar su expresion proteica (
. En general la microglia propende por la supervivencia de la
neurona; sin embargo, es posible que, tras una activacién muy prolongada ésta entre en un

circulo de citotoxicidad que puede llegar a ser perjudicial para las neuronas circundantes

( ).

En el modelo de lesion de nervio facial se ha visto que la microglia prolifera y migra hacia
el sitio afectado, envolviendo a las motoneuronas y eliminando las terminaciones sinapticas
de aquellas que fueron axotomizadas, predominantemente en el soma celular (

). En ratones mutantes con expresion a la baja para la proteina MHC-1 y
bajo un paradigma de lesion del nervio ciatico, se encontré un aumento del desnudamiento
sinaptico en las motoneuronas axotomizadas, ademas de inhibir la regeneracion axonal hacia
el segmento distal del nervio escindido ( ). La nocién de que la microglia
actGa como agente causal del desnudamiento sinaptico en las motoneuronas axotomizadas

parte de estas primeras observaciones llevadas a cabo por Kreutzberg (
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), donde se puede observar una cercania de los procesos microgliales
alrededor de la motoneurona previo a un desnudamiento sinaptico. Sin embargo, se ha visto
que tras una lesion del nervio hipogloso e inhibiendo la proliferacién microglial el
desnudamiento sinaptico continda presentandose, lo que pone en tela de juicio el rol de la

microglia como su principal agente causal (

).

Los astrocitos al igual que la microglia, tras una lesién de nervio periférico, cambian su
fenotipo y se les considera activados, llevando a cabo una hipertrofia junto con una
sobreexpresion de la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y una reorganizacion de su
citoesqueleto. Los astrocitos sin embargo no proliferan y se ha visto que se encuentran
directamente relacionados con la generacion de cicatriz astrocitica tras una lesion,
acompafiado de una inhibicion de la regeneracion axonal. La causalidad de la cicatriz

astrocitica sobre la inhibicion de la regeneracion axonal aun es tema de estudio (

).

Recientemente se ha visto que la activacion de neuronas inhibitorias del estriado logra activar
receptores GABAD en astrocitos y que dicha activacion astrocitica no solo produce cambios
comportamentales en el animal, también modifica los patrones de disparo y promueve la
formacion de espinas dendriticas en las neuronas inhibitorias del estriado con las que tiene
contacto, con lo que se demuestra que las interacciones neurona-glia son complejas y parte

fundamental de la plasticidad sinaptica neuronal ( ).

2.7 Plasticidad sinaptica.

Tras una lesion de nervio periférico, ha sido de gran interés observar cambios en la
plasticidad en el cerebro. Esta puede definirse como los cambios en la fuerza sinaptica de las
redes neuronales en respuesta a estimulos medioambientales entrantes, en funcién de
experiencias previas, lo que conlleva cambios funcionales entre las neuronas pre- y post-
sinapticas ( ). Las sinapsis son particularmente susceptibles
a alteraciones dindmicas y cuentan con un papel fundamental en la plasticidad; éstas pueden

ver modificada su eficiencia en la transmision sinaptica en respuesta a multiples fenémenos
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patoldgicos o fisiologicos, como por ejemplo la recuperacion tras una lesion de nervio
periférico ( ). Asi como para la axotomia de nervio periférico se
crearon modelos experimentales, la plasticidad cuenta con algunos paradigmas que tratan de
recrear procesos ocurridos de manera natural en la sinapsis, sea este el caso de la potenciacion
a largo plazo LTP (Long Term Potentiation) ( ). La LTP es un aumento
en la fuerza de la transmision sinptica que puede ser inducida de manera artificial mediante
estimulacion de alta frecuencia (tetanica o HFS por sus siglas en inglés High Frequency
Stimulation) o mediante rafagas-6 (TBS por sus siglas en inglés Theta Burst Stimulation)
( ) y puede ser clasificada como de corta duracion (E-LTP), la cual puede
durar hasta 1 hora, o de larga duracién (L-LTP) y que puede durar desde unas pocas horas in
vitro, hasta algunos meses in vivo. Para que estos cambios se mantengan por méas de una hora,
es necesario de procesos de transcripcion y de sintesis de proteinas ( ). Se
debe tener en cuenta que la expresion génica y sintesis de proteinas varia de acuerdo al patron

de estimulacion que recibe la neurona ( ).

Para la sinapsis CA3-CAl se ha descrito que la transmision sinaptica depende de los
receptores post-sinapticos glutamatérgicos de tipo AMPA, mas no de los receptores
glutamatérgicos de NMDA. Sin embargo, estos ultimos si son necesarios para la induccion
de la LTP y por lo tanto la LTP en esta sinapsis es considerada dependiente de la activacion

post-sinaptica del receptor de NMDA ( ).

Aunque la induccion de la LTP en la sinapsis CA3-CA1 dependa de receptores NMDA post-
sinapticos y de la entrada de Ca*?a través de ellos (

) con la consecuente activacion de la quinasa
dependiente de Ca*?/calmodulina CaMKII ( ),
su expresion requiere de mecanismos moleculares que ain hoy son tema de estudio junto con
el lugar de la sinapsis en donde estos ocurren. Sin embargo hay un consenso acerca de ciertas
caracteristicas: se sabe, por ejemplo, que la expresion de la LTP ocurre gracias a una
insercion de receptores AMPA (AMPAr), a través de exocitosis, en la membrana de las
dendritas de la region CAL ( ); que hay trafico de AMPAr
desde regiones peri-sinapticas ( ); que existen modificaciones de

las subunidades que conforman los AMPAr, observandose por ejemplo, un aumento de la
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conductancia en el canal mediada la fosforilacion de GIuA1 (
; ); que ocurre una fosforilacion de proteinas
transmembranales reguladoras de AMPAr (TARPS) como la proteina stargazina (
); y también que existen cambios estructurales en las espinas dendriticas a través de
la polimerizacion de filamentos de actina ( ).

Ademas de la LTP, se sabe que una estimulacion de baja frecuencia por periodos prolongados
resulta en una depresion a largo plazo en la fuerza de la transmision sinaptica (LTD) (

). La potenciacion y la depresion son dos procesos que coexisten y que
permiten controlar la fuerza sinaptica de las redes neuronales, generando un cddigo
fisiolégico y celular que, presumiblemente, permiten procesos complejos como el
aprendizaje y la memoria. Asi como la LTP, la LTD depende del incremento de Ca*?
intracelular mediado por receptores NMDA, aunque se ha visto también formas de LTD que
dependen de la actividad de receptores metabotrépicos de glutamato (

).

La plasticidad sindptica también puede ser de corta duracion, evidenciando cambios en la
fuerza sinaptica dentro de un dominio temporal del orden de las decenas de milisegundos
hasta algunos minutos. Un ejemplo de plasticidad a corto plazo, en el orden de los cientos de
milisegundos de duracion, es la facilitacion de la respuesta sinaptica. Esta puede observarse
con un protocolo de estimulacién de un par de estimulos de la misma intensidad separados
por un intervalo temporal corto. La facilitacion consiste en un aumento en la amplitud de la
respuesta al segundo estimulo, en comparacion con la respuesta al primer estimulo (

). Un ejemplo de plasticidad a corto plazo en el orden de varios minutos de
duracion es la potenciacion post-tetanica (PPT). En la sinapsis CA3-CAL se ha reportado una
PPT con una duracion de 3 a 5 minutos independiente de receptores NMDA y dependiente

de canales de Ca*? voltaje dependientes ( ).

Elaumento de la fuerza sindptica en la plasticidad a corto plazo (tanto en la facilitacién como
en la PPT) se le atribuye, principalmente, a cambios en la liberacion de neurotransmisor por
parte de la neurona pre-sinaptica. Este cambio necesita de un aumento acumulativo en la

concentracion de Ca*? intracelular ( ). EI mecanismo de accién por el
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cual el aumento de calcio intracelular regula la liberacion de neurotransmisor ha sido
atribuido en parte a su interaccidn con varias proteinas con diferentes afinidades por el calcio
y que pueden tener su accionar en la movilizacion y anclaje vesicular; como por ejemplo

sinaptotagmina I, la PKA o la interaccién Rab3A/RIM1a (
).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sujetos experimentales

Se emplearon ratas macho (Ratus norvegicus) de la cepa Wistar, con pesos de 300 + 10
gramos. Las ratas fueron adquiridas del Instituto Nacional de Salud (INS, Bogotd) y se
albergaron en el bioterio del Laboratorio de Aprendizaje y Comportamiento Animal (LACA)
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, con agua y comida ad libitum, ciclos
luz-oscuridad de 12-12 horas (luces encendidas a las 6 a.m) y temperatura controlada de 20
+2°C.

3.2 Consideraciones éticas

Los animales utilizados en este proyecto se manipularon de acuerdo a la constitucion
colombiana en el titulo V de la resolucion nimero 8430 de 1993 y a la ley 84 del 27 de
diciembre de 1989. De igual manera, se tuvieron en cuenta los procedimientos de manejo y
cuidado de animales de laboratorio recomendados por la normativa de la Union Europea
(861609EU) y los institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de America (National
Research Council, 1996).

Se utilizé la minima cantidad de animales experimentales necesaria para obtener resultados
estadisticamente significativos. En todo momento se evito el sufrimiento innecesario de los
animales, suministrando agentes anestésicos durante los procedimientos quirurgicos y antes

del sacrificio.

3.3 Disefio experimental

Al llegar al LACA, todos los animales se acomodaron en grupos de a 3 animales por caja (38
cm de largo, 35 cm de ancho y 24 cm de alto, de policarbonato) y alli permanecieron por 7
dias antes del comienzo de los experimentos (periodo de aclimatacion). Durante este periodo,

los animales se sometieron a manipulacion (handling) por parte del experimentador, dos
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veces al dia. Esto, con el fin de disminuir los niveles de estrés a un ambiente novedoso. Una
vez transcurrida la aclimatacion, los animales se distribuyeron aleatoriamente en alguno de

los siguientes grupos experimentales (Figura 3):

e Grupo control (Sham, n = 4), conformado por animales con falsa cirugia de lesion del
nervio facial.

e Grupo lesion irreversible (n = 12), conformado por ratas con lesion irreversible del
nervio facial derecho. Este grupo de animales se dividi6 a su vez en 4 subgrupos: 1D
(n=3),3D (n=3),7D (n=4)y 21D (n = 2), correspondientes a animales registrados
electrofisiolégicamente a 1, 3, 7 0 21 dias post-lesidn, respectivamente.

—| Falsa lesién del nervio facial |—| Recuperacion |—| Registro electrofisiolégico

Sham

—| Lesion del nervio facial |—| Recuperacion |—| Registro electrofisiolégico

iD

Aclimatacion (7 dias)

21D

Figura 3: Disefio experimental. Esquema del disefio experimental mostrando la secuencia
temporal de los procedimientos e indicando cada uno de los grupos: Control (Sham) y lesion
del nervio con registro electrofisiolégico a 1dia (1D), 3 dias (3D), 7 dias (7D) o 21 dias (21D)
post-lesion.

3.4 Procedimiento quirargico

La lesion unilateral irreversible de las ramas mandibular y bucal se realiz6 bajo anestesia
general (ketamina 100 mg/Kg y xilazina 10 mg/Kg) administrada de manera intraperitoneal.
Posterior a la anestesia, se afeitd la region preauricular derecha de la rata, se realizé un corte
de 0,5 cm aproximadamente y se localizaron las ramas mandibular y bucal del nervio facial
derecho mediante estimulacion eléctrica. Una vez localizadas las ramas se procedié a limpiar
el tejido conectivo alrededor del nervio y se escindié un segmento de aproximadamente 2
mm de cada una de las ramas, lo que imposibilit6 la reconexion de los axones con su diana

sinaptica muscular. La herida se suturd con dos puntos discontinuos de 4-0.
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Después del periodo post-operatorio respectivo para cada subgrupo (de 1, 3, 7 0 21 dias), los
animales se anestesiaron con uretano (1,5 g/Kg) intraperitoneal, para proceder al registro
electrofisioldgico en el hipocampo. Una vez logrado el efecto de profundidad anestésica, se
posiciond al animal en un marco estereotaxico. Se expuso el craneo a través de una incisién
fronto-occipital con bisturi. Se identificaron los puntos Bregma y Lambda y se corroboro6 que
el craneo se encontrara correctamente nivelado en eje rostro-caudal. Se ubicaron los puntos
de insercion con respecto a Bregma para los electrodos de estimulacion y de registro (Tabla
1). Después de perforar en los sitios indicados con un mototool Dremel modelo 225, se
introdujeron los electrodos mediante micromanipuladores. Las coordenadas utilizadas para
la insercion de los electrodos de registro (CAL) y estimulacion (CA3) se indican en la Tabla
1, de acuerdo al Atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (Paxinos & Watson, 2007)

Anteroposterior Mediolateral Dorsoventral
CA3 (estimulacion) - 3.8 mm 3.5 mm 3.0 mm
CAl (registro) - 3.8 mm -2.5mm 2.5 mm

Tabla 1: Emplazamiento de los electrodos. Coordenadas tomadas del atlas estereotaxico
Paxinos & Watson para la region dorsal del hipocampo de un mismo plano anteroposterior, -
3.8 mm con respecto al punto Bregma. El electrodo de estimulacion se posiciond ipsilateral a
la lesidn, a la derecha de la linea media del craneo, 3.5 mm. El electrodo de registro se
posiciono contralateral a la lesién, a la izquierda de la linea media del craneo, - 2.5 mm. La
profundidad de ambos electrodos se tomo desde el contacto de los electrodos con las meninges
del animal, 3.0 y 2.5 mm para estimulacion y registro respectivamente.

3.5 Peso de los animales antes y después de la lesion.

Todos los animales fueron pesados durante los 7 dias previos a la cirugia. Se calcul6 para
cada grupo experimental la tasa de aumento de peso mediante la pendiente maxima entre el
dia de llegada al bioterio (-7) y el dia de la cirugia (0). Tras la cirugia y a excepcion del grupo

1D, se calcul6 la tasa de aumento de peso para el grupo Sham (dia 1 a 7), 3D (dia 1 a 3), 7D



37

(diala7)y21D (dia 1 a 21). Se compararon las tasas de aumento de peso antes y después
de la cirugia.

3.6 Registros electrofisiol6gicos y procesamiento de datos.

Los registros electrofisiologicos se realizaron en el Laboratorio de Neurofisiologia
Comportamental de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogoté. Para el protocolo de estimulacion se administraron pulsos cuadrados de corriente de
100 ps de duracion a través de una unidad de aislamiento de estimulos modelo Isolator-11
(Axon instruments), contralada a su vez por un generador de pulsos modelo 9514 (Quantum
Composers). La sefial fue digitalizada con una frecuencia de muestreo de 10 kHz, mediante
un convertidor analogo digital DigiData 1200 (Axon instruments). Los registros se guardaron
y se analizaron off-line mediante el software Clampfit (v.8.0).

3.6.1 Curva estimulo respuesta o entrada por salida.

Se realizd una curva estimulo respuesta o entrada por salida (1/O por sus siglas en ingles
Input/Output) con una frecuencia de estimulacion de 0.33 Hz y de intensidad escalonada. Se
empleo la intensidad con un 50% de la respuesta maxima (150) como valor de estimulacion
estandar para los subsiguientes protocolos de estimulacion para cada animal. Al final de los

demas protocolos de estimulacidn, se repitio la curva entrada por salida.

Debido a la variabilidad en la magnitud de la estimulacion y la respuesta para cada animal,
los valores crudos fueron estandarizados a valores umbral en el caso de los valores de
estimulacion eléctrica y en porcentaje para los valores de la respuesta electrofisiolégica de la
siguiente manera: a) umbral = valor de estimulacion en mA / valor de estimulaciéon en mA
con el cual se obtuvo la menor respuesta b) porcentaje de respuesta = valor de la respuesta

en mV * 100 / valor de la respuesta maxima en mV antes de la induccion por alta frecuencia.
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3.6.2 Linea de base.

La linea de base se realiz6 mediante pares de pulsos a intervalos de 100 ms y una frecuencia
de estimulacion de 0.1 Hz durante media hora (180 estimulos, 6 cada minuto) o hasta que la
respuesta se hubiera estabilizado (Figura 4b). Se estandarizé cada valor de la linea de base
de la siguiente manera: Amplitud fEPSP = valor de la amplitud del fEPSP pre-HFS *100 /
promedio de los valores de la amplitud del fEPSP pre-HFS.

3.6.3 Plasticidad a largo plazo

Para la induccion de la LTP se utiliz un protocolo de estimulacion de alta frecuencia (HFS
por sus siglas en ingles High Frequency Stimulation), el cual consta de 6 trenes de 100
estimulos a una frecuencia de 100 Hz, cada tren de estimulos separados por un intervalo de
60 segundos. Inmediatamente después de la HFS, se realizo nuevamente el protocolo para la
linea de base, con una frecuencia de estimulacion de 0.1 Hz, durante 1 hora (Figura 4d).

Para el analisis de la LTP, los valores de la amplitud del fEPSP fueron estandarizados en
cada animal y expresados como porcentaje de cambio con respecto a la linea de base de la
siguiente manera: Amplitud fEPSP (% linea de base) = valor de la amplitud del fEPSP post-
HFS *100 / promedio de los valores de la amplitud del fEPSP pre-HFS.

3.6.4 Plasticidad a corto plazo

Para analizar la plasticidad a corto plazo en el circuito comisural CA3-CALl realizamos un
protocolo de facilitacion por pulsos emparejados. El analisis de los pulsos emparejados se
realiz6 a partir del cociente entre la amplitud del fEPSP de la segunda respuesta (R2) /
amplitud del fEPSP de la primera respuesta (R1) de dos estimulos separados entre si por 100
ms. El protocolo de pulsos emparejados se realizo antes y después de la estimulacién tetanica
(Figura 4b, 4d).

Tras una hora de registro de la LTP se realizd un protocolo de estimulacion por pulsos
pareados con intensidad 150, una frecuencia de 0.33 Hz y una distancia interestimulo variable
de 50 ms, 100 ms, 150 ms, 200 ms y 500 ms.
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A B C D E
100 s
f=0.33 Hz f=0.1Hz 6 trenes f=0.1 Hz f=0.33Hz
i variable i50 =100 Hz 150 i variable
30 min 150 60 min

Figura 4: Protocolo de estimulacion. A) Curva entra por salida (1/O) pre-HFS
Inmediatamente después de reconocer la respuesta electrofisiol6gica correspondiente a la
sinapsis comisural CA3-CALl y tras haber establecido el valor de estimulacién umbral
con el que se obtiene la minima respuesta se comienza con el protocolo de curva 1/0O, el
cual consiste en pulsos cuadrados de 100 us de duracion y valores de estimulacion
creciente. A partir de este protocolo se obtiene el valor de estimulacion i50 B) Linea de
base. Previo a la estimulacion por alta frecuencia se realizaron pulsos pareados con un
intervalo interestimulo de 100 ms y una frecuencia de 0.1 Hz durante media hora. C)
Protocolo de estimulacion por alta frecuencia (HFS). Para la induccion de la LTP se
aplicaron 6 trenes de 100 Hz a i50 D) Tras la HFS se repitié el protocolo de la linea de
base durante una hora E) Curva 1/O post-HFS. Se repiti6 el protocolo de curva 1/0
utilizado en la pre-HFS.

3.7 Electrodos

3.7.1 Electrodos de estimulacion.
La estimulacién de la region CA3 del hipocampo derecho se realizo con electrodos bipolares
concéntricos, manufacturados en el laboratorio mediante agujas de odontologia 30G y

alambre de cobre recubierto con laca.
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3.7.2 Electrodo de registro.

El registro de la region CAL del hipocampo, contralateral a la lesion, se realiz6 con un
electrodo de platino/Iridio con 8 sitios de entrada, separados entre ellos cada 100 pm
(MicroProbes).

En este experimento se escogio realizar la estimulacion (en CA3) y el registro (en CAL) en
hemisferios distintos del animal (derecho e izquierdo, respectivamente). Se realizé de este
modo dado que el posicionamiento de los electrodos de estimulacion y registro en un mismo
hemisferio cerebral se dificulta cuando se realizan este tipo de experimentos en el animal in
vivo. La dificultad radica en los impedimentos estéricos del posicionamiento de estos
electrodos en sitios tan cercanos espacialmente. Por este motivo se escogié hacer la
estimulacion en el hemisferio ipsilateral a la lesion (Figura 5a y 5b flecha roja) y el registro
en el hemisferio contralateral a la lesion (Figura 5a y 5b flecha azul), para sortear esta
dificultad.
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Bregma -3.86 mm Bregma -3.10 mm |

| Tnferatiral 614 tam T T Figure 113 Interaural 6.90 mm Figure 116

Interaural 5.20 mm Bregma -3.80 mm

Figura 5: Posicion de los electrodos. Flecha roja: Electrodo de estimulacion. Flecha
azul: Electrodo de registro. A) Se muestra el sitio de emplazamiento del electrodo de
registro (en la gréfica izquierda), en una diagrama de corte horizontal a una profundidad
dorsoventral de 3.0 mm vy del electrodo de estimulacién (en la grafica derecha), a una
profundidad dorsoventral de 2.5 mm. B) Se muestran los sitios de emplazamiento de los
electrodos de estimulacion y registro en un diagrama de corte coronal a 3.8 mm de Bregma.

3.8 Verificacion histologica del emplazamiento de los electrodos y almacenamiento
del tejido.

Finalizado el registro electrofisiologico, se marcé el lugar de estimulacion mediante el paso
de 25 pA por el electrodo de estimulacion durante 2 minutos, utilizando un generador de
corriente (Stoelting Midgard No. 51595). Con el fin de fijar el cerebro, se realiz6 una

perfusién intracardiaca con la rata en estado de anestesia profunda. Se exanguiné la rata
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mediante un corte en el atrio derecho y se introdujo una canula en el ventriculo izquierdo con
el fin de localizarla en la aorta. Después de canulada la aorta, se paso solucién salina hasta
que ya no se observo surgir sangre por el atrio derecho, una vez esto se hizo circular 200 ml
de paraformaldehido al 4%. Se decapité la rata y se removié cuidadosamente el cerebro el
cual se depositd en un Falcon de 50 ml en post-fijacion con paraformaldehido al 4%. Se
guardo el cerebro en un refrigerador hasta el momento de realizar los cortes. Los cortes
coronales en serie de la region de interés se realizaron de 50 um de grosor en un vibratomo
(Vibratome 1000 plus). Los cortes fueron almacenados en Eppendorfs de 1.5 mL en solucion
anticongelante a una temperatura de 4°C, con el objetivo de realizar futuras tinciones

inmunohistoquimicas.

El emplazamiento correcto de los electrodos se corrobord en un estereoscopio (Olympus

SZx16) y se tomaron fotografias con una cadmara fotografica (Sony cybershot DSCW?7).

3.9 Analisis estadistico

Se empled un analisis de varianza paramétrica (ANOVA una via) y t-Student paramétricas

para la comparacion entre los pesos de todos los grupos experimentales.

Debido a que los datos no presentan una distribucion de probabilidad normal se emple6 un
andlisis no paramétrico de varianza (ANOVA) de medianas Kruskal-Wallis, con un analisis

post-hoc Dunn y t-Student no parameétricas.

Para el analisis de las curvas 1/0O pre y post-HFS, valores en porcentaje de cambio post-HFS
de la LTP, cociente R2/R1 de pulsos pareados pre-HFS y porcentaje de cambio post-HFS del

cociente R2/R1 se empleo el analisis de varianza no paramétrico.

Para el andlisis entre los valores en porcentaje de cambio de la linea de base y post-HFS de
la potenciacion a largo plazo y el cociente de los pulsos pareados se emplearon t-Student no

paramétricas para cada uno de los grupos experimentales.
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4. RESULTADOS

4.1 Emplazamiento de los electrodos de registro y estimulacion

Antes de analizar los datos de los registros electrofisioldégicos de cada animal, se procedié a
la verificacion del correcto emplazamiento de los electrodos de estimulacion (en CA3) y de
registro (en CAl), dado que estos habian sido ubicados mediante coordenadas
tridimensionales, utilizando un atlas estereotaxico estandar del cerebro de rata. Para ello, una
vez acabados todos los protocolos de estimulacion y registro en hipocampo, se tomaron los
cerebros perfundidos y fijados de cada animal experimental y se realizaron cortes coronales
de una zona que comprendiera +/- 0.5 mm respecto a la coordenada -3.8 mm anteroposterior
con relacion al punto Bregma. En la figura 5a se observa una fotografia representativa de la
ubicacion de los electrodos de estimulacion (CA3, flecha roja) y registro (CA1, flecha azul).
En la figura 6b se observa la ubicacion de los electrodos de estimulacion (CAS3, flecha roja)

y de registro (puntos azules) para todos los sujetos experimentales.

Del presente trabajo se retiraron de los analisis de resultados 8 animales experimentales
debido a que el electrodo de estimulacion o el de registro se encontraron fuera de la region
CA3 o CALl respectivamente, durante la verificacion histologica del emplazamiento de los

electrodos.

4.2 Respuesta electrofisioldgica de la region hipocampal CA3 tras la estimulacion en
la region hipocampal CA1 contralateral.

La respuesta electrofisioldgica obtenida en el stratum radiatum de CA3 tras una estimulacién
en la region CA1l contralateral consisti6 en una deflexiébn positiva que comienza
aproximadamente a los 5 ms tras el estimulo, seguido de una deflexion negativa hacia los 10
ms en donde en algunos casos se puede llegar a presentar una espiga poblacional. Hacia los

20 ms la respuesta se torna nuevamente positiva (Figura 5c¢). Estudios previos de nuestro
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laboratorio ya habian logrado caracterizar la respuesta electrofisiologica poblacional de los
diferentes estratos de la region CA3 del hipocampo tras una estimulacion contralateral en la
region CAL en raton (Munoz, J, 2015), arrojando resultados similares de respuesta trifasica

del presente trabajo.

0.1mv

10 ms

Figura 6: Corroboracién del correcto posicionamiento de los electrodos y
respuesta electrofisiolégica CA3-CAL. A) Fotografia representativa de la ubicacién
de los electrodos de estimulacion (CA3, flecha roja) y registro (CAL, flecha azul) de un
sujeto experimental. B) Representacion de la ubicacion final de los electrodos de
registro (puntos azules) y estimulacion (puntos rojos) para todos los sujetos
experimentales en un corte coronal -3.8 mm Bregma. C) Respuesta electrofisiolégica
representativa obtenida en la region CAL del hipocampo tras un estimulo en la regién

CAS3 contralateral.
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4.3 Lesion del nervio facial y paralisis facial.

La lesién unilateral de las ramas bucal y mandibular del nervio facial produjo, de manera
inmediata una parélisis facial unilateral del tercio inferior de la cara de los animales
lesionados. Ademas, los animales mostraron una retraccion total de las vibrisas del lado
lesionado y una desviacion de la nariz hacia el lado contralateral a la lesion (Figura 7). La
pardlisis facial se mantuvo hasta el final de los experimentos (es decir, al menor por 3
semanas). Por el contrario, los animales sometidos a la falsa cirugia de lesién (Sham) no

presentaron pardlisis facial.

A B
SHAM LESIONADO

Figura 7: Paralisis facial. Representacidon grafica del efecto de la lesion de las ramas
bucal y mandibular del nervio facial en las vibrisas mistaciales. A) Animal control
con falsa cirugia de lesion (Sham): presenta batido ritmico de las vibrisas, de manera
bilateral. B) Animal experimental con lesion unilateral de las ramas bucal y
mandibular del nervio facial: las vibrisas mistaciales del lado lesionado no presentan
batido activo y se encuentran retraidas. Imagen tomada y modificada de
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Para mantener registro de la efectividad de la cirugia y de la presencia de la parélisis facial o
de su ausencia en el caso del grupo control, los animales fueron filmados justo antes de su

correspondiente sesidn de registro electrofisiolégico (video adjunto).

Tras la cirugia de lesion de nervio facial se prestd especial atencion a la aparicion de
inflamacion de la glandula par6tida, dentro de las 24 horas post-lesion, como consecuencia
de una posible complicacién a consecuencia de la cirugia. En el presente estudio se presento6
un Unico caso de un animal con esta complicacion post-quirdrgica, que se anestesio y se

sacrificé de inmediato para evitar su sufrimiento.

4.4 Peso de los animales antes y después de la lesion de nervio facial.
Todos los animales fueron pesados diariamente durante los 7 dias de aclimatacion y
manipulacién previo a la cirugia y durante todo el periodo post-operatorio hasta el dia del

registro electrofisiologico. Figura
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Figura 8: Peso de los animales. Cambios en el tiempo de los pesos antes (-7
a 0 dias) y después (1 a 3, 7 0 21 dias) de la cirugia (flecha negra en 0) para
cada grupo experimental. Cada punto representa el promedio (xSEM) de ese
dia para todos los animales de cada grupo experimental.

Se calculo y compard la tasa de aumento del peso (pendiente maxima gr/dia) de todos los
animales durante el periodo de aclimatacion al bioterio (Figura 8, dias -7 a 0, siendo 0 el dia
de la cirugia) y no se encontraron diferencias significativas entre ellas (F@11)= 1.445, p =
0.2836).

Tras la cirugia todos los animales continuaron aumentando de peso desde el segundo dia. En
el primer dia post cirugia todos los animales presentaron una pérdida transitoria de peso. Si
bien todos los animales continuaron aumento de peso, los animales del grupo 3D y 7D

presentaron una disminucion significativa de dicha tasa tras la cirugia (Figura 9).
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Grupo Aumento de peso (gr/dia
. g — P (gr/dia) — t-Student
experimental Pre-lesion Post-lesion
Sham 6.50+1.28 3.12+0.96 t=2.108, p =0.0796
3D 6.52+0.21 0.83+0.33 t=14.49, p =0.0001
7D 6.43 £+ 0.86 1.83+0.87 t=3.745, p = 0.0096
21D 10.8+1.36 455+ 0.60 t=2.108, p =0.0799

Figura 9: Valores peso de los animales. A) Valores promedio de la pendiente
(gr/dias = SEM) antes (pre) y después (post) de la cirugia. B) Tabla con los valores de
la tasa de aumento de peso antes y despueés de la cirugia y resultado de la comparacion

4.5 Curvas entrada-por-salida pre-HFS

Para comparar la fuerza sinaptica basal en cada grupo experimental realizamos registros

extracelulares de campo en CAL tras una serie de estimulos de corriente creciente en CA3

(Figura 10a y 10b). Se estandarizaron los valores de la respuesta post-sindptica para cada

animal (Figura 10c) y se agruparon de acuerdo a su respectivo grupo experimental, esto con

el fin de generar una curva de ajuste logaritmica representativa para cada grupo (Figura 11a
y Tabla 2).



Grupo ) ) .

] Ecuaciones de las curvas de ajuste logaritmicas R?
experimental

Sham y =43.486In(x) +22.170 0.82
1D y =40.574In(x) + 10.638 0.91
3D y =37.426In(x) + 27.473 0.92
7D y=44.211In(x) + 29.582 0.74
21D y =48.96In(x) + 8.328 0.95

Tabla 2: Ecuaciones que describen las curvas de ajuste logaritmicas para cada grupo
experimental. R?= Coeficiente de determinacion.

La comparacion de la pendiente maxima para cada grupo experimental no arrojé diferencias

significativas entre los grupos experimentales (H = 4.063, p = 0.4377) (Figura 11b).

La comparacion de la magnitud del porcentaje de la respuesta alcanzado a una intensidad de

estimulacion estandarizada 10 umbral no arrojé diferencias significativas entre los grupos

experimentales (H = 6.04, p = 0.1942) (Figura 11c).




50

Curva I/O

03
—_
> 025
E
o,
£ 0.5
A 01
= 0.05
g o . . . . . . .
g 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
% Estimulaciéon (mA)
[

C pre-HFS —@—post-HFS

Curva I/O estandarizada

(=]
f=1
(=}

—
wn
(=]

—_
(=1
=]

(=]

2 3 4 5 6 7
Estimulacion (Umbral)

0.1 mV
pre-HFS —e—post-HFS

Sms

Respuesta fEPSP (%)

Figura 10: Estandarizacion de curvas entrada-salida. A) Respuesta electrofisioldgica
escalonada. Trazos representativos de las respuestas electrofisiolégicas de campo
obtenidas en la region CA1 del hipocampo tras estimulos escalonados en mA en la region
CA3 contralateral. B) Representacion de cada curva obtenida para cada animal con los
valores de la amplitud del fEPSP en mV y su respectiva estimulacion en mA. C) Curva
estandarizada. Los valores de estimulacion fueron convertidos a valores umbrales en
donde la estimulacién con la que se obtuvo la minima respuesta es 1. La respuesta fue
convertida a porcentaje en base al mayor valor obtenido en la curva pre-HFS, la cual toma
un valor de 100%.
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Figura 11: Curvas entrada-salida pre-HFS. A) Curvas de ajuste logaritmicas para cada
grupo experimental, generadas a partir de valores estandarizados. B) Valores de la pendiente
maxima (porcentaje de la respuesta / Umbral) para cada una de las lineas logaritmicas de
cada grupo experimental. C) Valores en porcentaje de la respuesta maxima para cada una
de las lineas logaritmicas de cada grupo experimental. Si bien se observan variaciones
estimulo respuesta entre los grupos, estas no son significativamente diferentes.
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4.6 Plasticidad a corto plazo.

Con el fin de determinar el efecto de la lesion de nervio facial sobre la plasticidad a corto
plazo en la sinapsis comisural CA3-CAL de hipocampo, se analiz6 la respuesta poblacional
(fFEPSP) en CAL1 frente a pulsos emparejados, separados entre si por 100 ms, suministrados
en laregion CA3 contralateral. Para corroborar la plasticidad a corto plazo se calculd, durante
media hora, el cociente de la respuesta al segundo estimulo (R2) respecto de la respuesta al
primer estimulo (R1). Todos los grupos experimentales presentaron valores de R2/R1
mayores a 1. Para el grupo control Sham se obtuvo M = 1.877 (X = 1.84 £ 0.17), para el
grupo 1D se obtuvo M =1.672 (X = 1.99 + 0.54), para el grupo 3D se obtuvo una M = 1.492
(X =1.46 + 0.12), para el grupo 7D se obtuvo una M = 1.631 (X = 1.613 + 0.22) y para el
grupo 21D se obtuvo una M = 1.874 (X = 1.863 £ 0.18). Es decir, hubo facilitacion de la

respuesta al segundo estimulo en todos los grupos experimentales (Figura 12a).
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Figura 12: Plasticidad a corto plazo. A) Valores de la facilitacion por pulsos
emparejados expresados mediante el cociente entre R2 y R1 durante media hora
previa a la HFS para cada grupo experimental. B) Diagrama de rangos ilustrando la

distribucién y la mediana de los cocientes R2/R1 pre-HFS. (Diferencia entre grupos,
**% = n<0.0001)
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El analisis estadistico arrojé diferencias significativas entre el cociente R2/R1 de los grupos
experimentales (H = 181.1, p < 0.0001). El analisis post-hoc mostré una disminucion
estadisticamente significativa del cociente R2/R1 entre el grupo control Sham (M = 1.877) y
los grupos 3D (M =1.492, p <0.0001) y 7D (M = 1.631, p<0.0001), no asi para los grupos
experimentales 1D (M = 1.672) y 21D (M = 1.874) (Figura 12b).

4.5 Plasticidad a largo plazo.

Se analizd el porcentaje de cambio de la amplitud del fEPSP tras un protocolo de
estimulacion de alta frecuencia con respecto a la linea de base (Figura 13a). Todos los grupos
experimentales presentaron un aumento significativo del porcentaje de cambio de la amplitud
del fEPSP tras la HFS con respecto a la linea de base (100%). Sham (M = 203.1%, U = 0.0,
p < 0.0001), 1D (M = 199.5%, U = 0.0, p<0.0001), 3D (M = 135.1%, U = 4.0, p < 0.0001),
7D (M = 151.1%, U = 199.0, p < 0.0001) y 21D (M = 180%, U=6.0, p < 0.0001). Esta
potenciacion de la respuesta en CA1, luego de la HFS en CA3 contralateral, se mantuvo

durante al menos una hora (Fig. 13b y 13c).

El analisis estadistico arrojo diferencias significativas entre los porcentajes de cambio de la
amplitud del fEPSP de los grupos experimentales (H = 371.7, p < 0.0001). Tras el analisis
post-hoc se reportaron diferencias significativas entre el grupo control Sham (M = 203.1%)
y los grupos experimentales 3D (M = 135.1%, p < 0.0001), 7D (M = 151.1%, p < 0.0001) y
21D (M = 180%, p < 0.0001). Esta diferencia no se encontrd en los animales del grupo 1D
(M =199.5%) (Figura 13b y 13c)
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Figura 13: Plasticidad a largo plazo.
A) Trazos representativos del fEPSP
antes (color claro) y después (color
oscuro) de la HFS, para cada uno de los
grupos experimentales. B) Porcentaje de
cambio de la amplitud del fEPSP con
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una hora tras la HFS (Flecha negra) C)
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p<0.0001)
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4.6 Efecto de la HFS en la plasticidad a corto plazo

Procedimos a evaluar el efecto de una estimulacion teténica en la liberacion vesicular pre-
sinaptica en la sinapsis CA3-CAL. Para este fin, evaluamos los cambios en la relacion R2/R1
antes y después del protocolo de estimulacion (Figura 14a).

Primero comparamos las relaciones R2/R1 antes y después de la HFS para cada grupo. Tras
la HFS solo los grupos experimentales 3D (M = 85.02%, U = 3869, p<0.0001) y el grupo
control Sham (M = 80.64%, U=53, p<0.0001) presentaron una disminucion significativa
respecto de la facilitacion antes de la HFS. Los grupos experimentales 1D (M = 98.79%, U
= 7195, p = 0.1349) y 7D (M = 100.6%, U=13386, p=0.2763) no presentaron diferencias
significativas con respecto a su linea de base. El grupo 21D (M = 102.4%, U=2909,
p=0.0358) presentd un aumento significativo respecto de la facilitacion antes de la HFS
(Figura 14b).

Luego comparamos las relaciones R2/R1 entre grupos. Tras la HFS se encontraron
diferencias significativas entre los porcentajes de cambio del cociente R2/R1 de los grupos
experimentales (H=403.1, p<0.0001). El analisis post-hoc arrojé que los grupos 1D, 3D, 7D
y 21D presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control Sham (p<0.0001)
(Figura 14b).
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4.7 Curvas entrada-por-salida post-HFS

Finalmente, tras una hora de registro de la induccion de la LTP por HFS, se repitié la curva

estimulo-respuesta y se caracterizo la excitabilidad de la sinapsis CA3-CA1 (Figura 15a y

Tabla 3)
Grupo Ecuaciones de las curvas de ajuste logaritmicas 5
experimental post-HFS R
Sham y=67.162In(x) + 35.699 0.59
1D y =59.298In(x) + 14.987 0.91
3D y =29.802In(x) +40.725 0.32
7D y = 71.606In(x) + 29.947 0.76
21D y =75.701In(x) + 18.1 0.76

Tabla 2: Ecuaciones que describen las curvas de ajuste logaritmicas para cada grupo
experimental. R?= Coeficiente de determinacion.

La comparacion de la pendiente maxima para cada grupo experimental no arrojo diferencias

significativas entre los grupos experimentales (H = 6.316, p = 0.1695) (Figura 15b).

La comparacion de la magnitud del porcentaje de la respuesta alcanzado a una intensidad de

estimulacion estandarizada 10 umbral no arrojé diferencias significativas entre los grupos

experimentales (H = 6.489, p = 0.1553) (Figura 15c).
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Figura 15: Curvas entrada-salida post-HFS. A) Curvas de ajuste logaritmicas para
cada grupo experimental, generadas a partir de valores estandarizados. B) Valores de la
pendiente maxima (porcentaje de la respuesta / Umbral) para cada una de las lineas
logaritmicas de cada grupo experimental. C) Valores en porcentaje de la respuesta
maxima para cada una de las lineas logaritmicas de cada grupo experimental. Si bien se
observan variaciones estimulo respuesta entre los grupos, estas no son significativamente
diferentes.
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5. DISCUSION

En este estudio reportamos que una lesion unilateral e irreversible de las ramas bucal y
mandibular del nervio facial deteriora la potenciacion a largo plazo de la sinapsis comisural
CA3-CAL. Este deterioro presenta componentes tanto pre-sinapticos como post-sinapticos.
A continuacion, presentamos un resumen de los resultados obtenidos en esta investigacion y
una discusion acerca de las posibles consecuencias fisioldégicas y moleculares que surgen
como producto de la lesion del nervio facial y que podrian estar explicando los cambios
observados en la plasticidad a largo plazo de la sinapsis CA3-CA1 del hipocampo.

Nos interesamos en observar cambios funcionales en el hipocampo de la rata a traves de
registros electrofisioldgicos y bajo un paradigma de lesion irreversible del nervio facial dado
que en estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion encontramos que las
ratas privadas del movimiento activo de las vibrisas presentaban una deficiencia en el recobro
de la memoria espacial en el laberinto de Barnes ( ), asi como la
imposibilidad de reconocer un objeto novedoso en funcion de su textura en una prueba de
reconocimiento de objetos ( ). Tanto el reconocimiento de objetos
novedosos como la memoria espacial se han visto relacionados con la region hipocampal
( ) la cual se ha considerado como la
region del SNC capaz de proveer un marco de referencia espacial para los eventos
experimentados por el individuo ( ), integrando el estado emocional y
diferentes modalidades de informacion sensorial del animal, entre ellas informacion olfativa

( ), visual ( ) o tactil (

En este estudio se encontré que una lesion unilateral e irreversible de las ramas bucal y
mandibular del nervio facial produjo una parélisis facial del tercio inferior de la cara en todos
los grupos de animales lesionados. Esta paralisis facial unilateral se present6 con retraccion

e imposibilidad de movimiento de las vibrisas del lado lesionado y se mantuvo durante todo
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el periodo post-operatorio para cada grupo experimental: 1D (1 dia), 3D (3 dias), 7D (7 dias)
0 21D (21 dias). El grupo control Sham, al cual se le realiz6 una falsa cirugia, no presento

paréalisis facial ni retraccion de las vibrisas.

Durante el transcurso de todos los experimentos, se monitoreo el peso de los animales con el
fin de descartar la malnutricion como un factor que pudiera estar modificando la respuesta
electrofisiolégica de la sinapsis comisural CA3-CA1 del hipocampo. No se reportaron
animales con un descenso constante de peso tras la cirugia; sin embargo, si se observo una
disminucién en la tasa a la cual los animales de todos los grupos experimentales aumentaban
de peso en el periodo post-operatorio. Este cambio fue significativo en los grupos 3D y 7D.
Se debe advertir que como era de esperarse todos los animales disminuyeron su peso el
primer dia tras la cirugia y que los animales del grupo 1D fueron registrados justo en esta

ventana temporal de bajo peso (Figura 8).

A través del analisis de las curvas entrada-por-salida encontramos que la transmision
sinaptica no presento diferencias entre los grupos experimentales producto de la lesion del

nervio facial (Figura 11).

5.1 Facilitacion por pulsos emparejados en condiciones basales.

Se estudid la plasticidad a corto plazo mediante un protocolo de estimulacién por pulsos
emparejados y se encontrd que todos los animales presentaron un aumento de la amplitud del
fEPSP de la segunda respuesta con respecto a la primera. Normalmente, el cociente entre
pulsos emparejados es tomado como una relacién inversa de la probabilidad de liberacion
vesicular pre-sinaptica, por lo que a un mayor valor R2/R1, una menor probabilidad de
liberacién y viceversa ( ). Con base en esto,
todos los animales presentaron una facilitacion por pulsos emparejados, sin embargo, los
animales que tuvieron un tiempo de recuperacion post-lesion de 3 y 7 dias presentaron un
deterioro significativo de dicha facilitacién con respecto a los animales control (Figura 12a
y 12b). Se observd, ademas, que los animales con 21 dias de reposo post-lesion recuperaron
los valores de la facilitacion con relacion a los animales del grupo control. Por estos motivos

consideramos que 1) tras una lesion del nervio facial se produce un aumento transitorio de la
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probabilidad de liberacion vesicular y 2) que este aumento de la liberacidn vesicular retorna

a valores control hacia la tercera semana post-lesion.

Para la sinapsis CA3-CAL se ha reportado que la liberacién vesicular pre-sindptica necesita
de canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) de tipo P/Q y N (

). Se sabe también que la facilitacién en las neuronas piramidales
de la region CA3 del hipocampo disminuye bajo un bloqueo irreversible de los receptores de
rianodina, por lo que se cree que tras la entrada de calcio extracelular hay una liberacién de
calcio por parte de reservas intracelulares lo que aumenta la probabilidad de liberacion

vesicular ( ), sin embargo este fendbmeno aun esta siendo estudiado

( )-

En esta sinapsis se ha reportado ademas que la hormona corticosterona logra disminuir la
facilitacion por pulsos emparejados y aumentar la frecuencia, pero no la amplitud de
mMEPSCs, debido en parte a la activacion no-genomica de receptores de mineralocorticoides
(MR) en la terminacion pre-sinaptica ( ). Esto es para nosotros de especial
interés puesto que hemos reportado que la lesion del nervio facial aumenta los niveles
plasmaticos de corticosterona producto de la lesion ( ). Con respecto a
los efectos de la corticosterona sobre las corrientes de calcio en la region hipocampal, se ha
evidenciado que las corrientes de calcio mediadas por VGCC de tipo L en la region CAl

aumentan en presencia de dicha hormona ( ).

Por estas razones consideramos que la lesion del nervio facial podria estar modificando la
eficacia de la liberacion vesicular a través de cambios en las dindmicas de calcio intracelular
pre-sinaptico como producto de un cambio en la conductancia de los VGCCs y que la

activacion de MR puede estar mediando este proceso.

Respecto de la facilitacion o depresion por pulsos emparejados, se sabe que estas pueden
surgir debido a cambios post-sindpticos. Se ha reportado en cultivos celulares hipocampales
que el anclaje de receptores AMPA post-sindpticos mediado por la activacion de CaMKI|I
promueve la depresion por pulsos emparejados ( ), por lo que los resultados
obtenidos mediante este protocolo de estimulacion deben ser tomados con precaucién ya que

pueden ser explicados por cambios tanto a nivel pre-sinaptico como post-sinaptico.
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5.2 Plasticidad a largo plazo.

Procedimos luego a analizar el efecto de la lesion del nervio facial en la plasticidad a largo
plazo de la sinapsis CA3-CAL mediante un protocolo de estimulacién tetanica. Encontramos
que, aunque todos los animales potenciaron su respuesta con respecto a la linea de base, los
animales con 3, 7 y 21 dias de recuperacion post-lesion presentaron un deterioro significativo
con respecto a los animales control a los que se les realizé una falsa cirugia (Figura 13).

En los animales lesionados pudimos observar que la LTP se indujo y se mantuvo en el tiempo
puesto que todos los animales potenciaron su respuesta y mantuvieron esta potenciacion hasta
por una hora tras la estimulacion tetanica. Sin embargo, encontramos que la expresion de la
LTP se veia afectada por la lesion del nervio facial. En tal sentido, describimos que la
potenciacion a largo plazo (porcentaje de cambio respecto de la linea de base) de los animales
lesionados es significativamente menor que la del grupo control. Este deterioro de la
expresion de la LTP se dio de manera gradual, manifestandose desde el primer dia post-lesion
y haciéndose maxima el tercer dia post-lesion, donde se observé el menor aumento en el
porcentaje de cambio. Se observd, ademas, una leve recuperacion hacia la tercera semana

post-lesion pero sin alcanzar los valores del grupo control (Figura 13).

La sinapsis CA3-CAL presenta varias formas de plasticidad a largo plazo y que varian de
acuerdo al tipo de estimulacion empleada. De manera general se ha establecido que la
induccion y expresion de la LTP en esta sinapsis se lleva a cabo exclusivamente en la neurona
post-sinaptica, siendo su expresion mediada por receptores AMPA ( ).
Sin embargo esto se ha descubierto a través de protocolos de estimulacién que involucran
solo un tren de estimulacion a 50 o 100 Hz ( ). Varios grupos de
investigacion han encontrado que al inducir la LTP mediante varios trenes de estimulacién
de 100 Hz, un solo tren de 200 Hz o un protocolo TBS, se hace evidente un componente pre-
sinaptico adicional al post-sinaptico (

).

Dado que en nuestra investigacién empleamos varios trenes de estimulacion de 100 Hz,

decidimos analizar el cambio en la relacion entre pulsos pareados tras la estimulacion de alta
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frecuencia (HFS) y observar, de esta manera, si con nuestro protocolo de induccion la LTP
presentaba un componente pre-sindptico. Encontramos que la facilitacion por pulsos
emparejados disminuye significativamente con respecto a los valores de la linea de base en
los animales del grupo control y en menor medida en aquellos que tuvieron 3 dias de
recuperacion post-lesion. Esta disminucion de la facilitacién no se observo en los animales
que contaron con 1 y 7 dias de recuperacion. Los animales con 21 dias presentaron un
pequefio aumento en la relacion de su facilitacién (Figura 12). Con base en esto inferimos
que los animales control y en menor medida los animales del grupo 3D aumentan su
probabilidad de liberacion vesicular tras un protocolo de estimulacién tetanica, cosa que no
sucede con los animales de los grupos 1D, 7D y 21D. Dado que todos los grupos presentaron
una facilitacion por pulsos emparejados significativamente menor al grupo SHAM creemos
que la lesion del nervio facial deteriora el componente pre-sinaptico de la LTP, esto sin
descartar una explicacion post-sindptica a través de cambios en las concentraciones de
receptores AMPA.

Debido a que la induccion de la LTP en la sinapsis CA3-CAL requiere de la activacion de
receptores de NMDA post-sinapticos, se ha especulado que una expresion de la LTP en la
neurona pre-sindptica debe de emplear una sefial retrograda producto de la activacion post-
sinaptica de los receptores NDMA. Hasta el momento no se conoce con exactitud que
molécula que pueda estar mediando este proceso. Sin embargo, hay varias moléculas que se
han visto involucradas en la regulacion de la sinapsis CA3-CALl, entre ellas la molécula

gaseosa Oxido nitrico ( ) 0 la proteina Wnt 7 ( ).

Hay escasa informacion acerca de las consecuencias sobre la plasticidad en la sinapsis
comisural CA3-CAL tras una lesion de nervio periférico. Ren et al., 2011 demostraron que,
bajo un paradigma de dolor neuropatico, producto de una lesion del nervio ciatico, la sinapsis
CA3-CA1 presenta un deterioro de la plasticidad a largo y a corto plazo, las cuales fueron
estudiadas mediante un protocolo de estimulacién de alta frecuencia (100Hz, 50 pulsos, 4
trenes a intervalos de 15s) y de facilitacion por frecuencia, respectivamente. En este estudio,
el deterioro de la LTP estaba mediado por la expresion de la proteina TNF-a.
Adicionalmente, se reportd una disminucion de la expresion de la proteina sinaptofisina en

la regién CA1 del hipocampo en los animales lesionados.
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Si bien el modelo de lesion de nervio periférico de esta investigacion y el usado por Ren y
colaboradores varia sustancialmente, en especial al tratarse de dos nervios con funciones
motoras y rutas sinapticas diferentes, consideramos que es importante prestar atencion al
aumento de la expresion de TNF-o ya que podria ser un mecanismo de sefializacion

molecular compartido en el deterioro de la LTP producto de una lesion de nervio periférico.

¢Como afecta entonces la lesion del nervio facial la plasticidad a largo plazo la sinapsis CA3-
CALl del hipocampo? En esta investigacion hemos discutido que la lesion irreversible del
nervio facial afecta la plasticidad a largo plazo en el hipocampo probablemente a través de
dos eventos fisiologicos: 1) la modificacion en el flujo de informacion en el circuito
sensoriomotor que se genera como consecuencia de la imposibilidad del batido activo de las
vibrisas; y 2) el estrés al que se ven sometidos los animales lesionados al no poder realizar
dicho comportamiento. Es probable, ademas, que células gliales como los astrocitos y la
microglia sirvan como intermediarios de los cambios funcionales y estructurales que se

puedan estar presentando en la sinapsis CA3-CALl del hipocampo.

El flujo de informacion en el sistema somatomotor de las vibrisas en roedores ha sido
estudiado principalmente bajo los modelos de poda de vibrisas y de lesion del nervio facial.
Se ha reportado, por ejemplo, que tras la poda de una columna o de todo el parche de vibrisas,
los barriletes en el nicleo SpVi del nervio del trigémino y los barreloides en el nicleo VPM
del talamo, los cuales se encuentran privados de entrada sensorial, presentan una alteracion
en las propiedades de sus campos receptivos ( ).
En la corteza somatosensorial se ha evidenciado que la poda de las vibrisas produce una
reorganizacion de los patrones de disparo en varias capas de los barriles en S1 (

). Se ha visto, ademas, que una privacion sensorial proveniente de las
vibrisas como producto de su poda bilateral, logra afectar la plasticidad y las propiedades de
la sinapsis CA3-CAL en el hipocampo de ratones juveniles ( ),
esto a través de una disminucion de la excitabilidad en neuronas de la regién CA3, una
disminucion de la probabilidad de liberacion pre-sinaptica, cambios en las proporciones de
las subunidades de receptores NMDA y cambios en la proporcion de receptores
NMDA/AMPA. En nuestro grupo de investigacibn hemos caracterizado cambios

morfoldgicos y funcionales en las neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora
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primaria ( ). Por Gltimo, se ha evidenciado que la
informacion tactil proveniente de las vibrisas de la rata logra modificar la actividad sinaptica
de las neuronas de la region CA1 del hipocampo, esto a través del nicleo VPM del tdlamo y
de la corteza S1 ( ).

Con respecto al estrés, nuestro grupo de investigacion ha descrito que un evento
emocionalmente demandante, como lo es la lesion del nervio facial y su consecuente paralisis
facial, conlleva un aumento de los niveles de corticosterona en plasma de los animales
lesionados bilateralmente. ( ). La corticosterona y su interaccién con los
receptores GR se ha visto involucrada en alteraciones neuronales morfoldgicas y funcionales.
En el hipocampos, morfol6gicamente se ha evidenciado que el estrés crénico producto de un
protocolo de restriccion de movimiento (3 semanas) promueve la retraccion dendritica en la
region CA3 del hipocampo y cambios en la densidad y forma de las espinas dendriticas tanto
en CA3 como en CAL ( De manera funcional se sabe que el estrés
comportamental y fisiologico afecta la LTP en la sinapsis CA3-CA1 (

).
Finalmente, se ha reportado que las células gliales presentan cambios funcionales y
morfoldgicos tras una la lesion del nervio facial ( ), bajo un paradigma
de envejecimiento y deterioro de la percepcion sensorial ( ) O estrés
fisiologico y comportamental ( ).

Para la microglia se ha reportado que en su estado de reposo expande y contrae sus procesos
celulares, vigilando activamente el estado de las sinapsis circundantes, haciendo breves
contactos de hasta por 5 minutos cada hora. La duracion de dicho contacto puede aumentar
bajo un estado de insulto fisiolégico, seguido de un desnudamiento sindptico en aquellas
neuronas con las que la microglia mantuvo contacto. Esto ha abierto la puerta a
especulaciones acerca de la participacion de la microglia en procesos de plasticidad sinaptica
puesto que se posiciona como una célula capaz de monitorear y responder a cambios en el

estado de la sinapsis ( ).

En el hipocampo se ha observado que en presencia de la microglia, la frecuencia de las

MEPSCs disminuye en neuronas de la region CAL, asi como la expresion de la sub-unidad
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GIuAl del receptor AMPA ( ). Se ha visto ademés que la microglia al ser
activada mediante lipopolisacérido, libera ATP y recluta astrocitos a través de sus receptores
purinérgicos P2Y1. Los astrocitos a su vez liberan glutamato, activando receptores
metabotrdpicos de glutamato (mGIuR5) lo que repercute en un aumento de la frecuencia de
las mEPSCs ( ). Esta liberacién de glutamato por parte de los astrocitos y
la consecuente activacion de mGIuRs se ha visto relacionada con modificaciones en la
plasticidad sinéptica a corto plazo de la sinapsis CA3-CAL del hipocampo, a través de un
aumento de la probabilidad de liberacion vesicular ( ). En nuestro grupo
de investigacion se encontrd que tras una lesién del nervio facial, la microglia retrae sus
procesos celulares y adopta una morfologia ameboidea, lo que se relaciona con un proceso
de activacion microglial ( ), ademas, la proteina astrocitica GFAP aumenta

su expresion en el hipocampo ( ).

Por todo lo anterior creemos que la glia tiene la capacidad de percibir cambios en el flujo de
la informacion tactil hacia el hipocampo o un evento fisiologicamente estresante como
producto de la lesion del nervio facial. Esta activacion glial tiene la capacidad de afectar la
sinapsis hipocampal CA3-CAL1 tanto en la neurona post-sindptica, como en la pre-sinaptica,
a través de modificacion en los receptores AMPA o mediante cambios en la probabilidad de

liberacién vesicular.
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. CONCLUSIONES

La trasmision basal de la sinapsis comisural CA3-CALl del hipocampo no se vio
comprometida en animales con una lesion irreversible de las ramas bucal y

mandibular del nervio facial.

Aunque hubo facilitacion por pulsos emparejados en los animales con lesion del
nervio facial, este fendmeno fue significativamente menor 3 y 7 dias después de la

lesion en comparacion con los animales control.

La estimulacién de alta frecuencia en animales sin lesion del nervio facial provoca
potenciacion a largo plazo de la sinapsis comisural CA3-CA1, con componentes pre
y post sindpticos. En todos los animales lesionados, se observé una disminucion de
la potenciacion a largo plazo a expensas del componente pre-sinaptico,

principalmente.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo de investigacién permiten plantear varios experimentos a
futuro enfocados a esclarecer los mecanismos por los cuales se llevan a cabo modificaciones

a nivel del SNC tras lesion en nervios periféricos.

En primer lugar, podrian abordarse los experimentos con lesiones del nervio facial de tipo
reversible, para poder comparar la evolucién de las modificaciones en la plasticidad a corto
y a largo plazo en el hipocampo, cuando hay la posibilidad de recuperacion funcional tras la

lesion.

Ademas, seria de gran ayuda contar con los valores de los niveles de corticosteroides en la
sangre de los animales a diferente dias post-operatorios, esto con el fin de corroborar el estado
del estrés fisiologicos tras la lesion del nervio facial a lo largo del tiempo post-operatorio. Si
queremos corroborar el efecto causal del estreés fisiologico en los cambios observados en este
estudio sobre la plasticidad sinaptica, seria provechoso administrar antagonistas de los

receptores GR, como por ejemplo mifepristona, en paralelo con la lesion del nervio facial.

Resulta interesante también observar los efectos de la inhibicion y activacion de las células
gliales, esto con miras a establecer si la activacion glial estaria jugando un papel protagénico
en los cambios en la plasticidad sinaptica aqui reportados. Para la microglia existen varias
estrategias farmacoldgicas usadas para su activacion, como por ejemplo lipopolisacarido
(LPS), o parasu inhibicion como por ejemplo la minociclina ( ). Esademas
interesante detallar los patrones de expresion de ciertas citoquinas pro-inflamatorias liberadas

por la glia como 1I-1 0 TNF-a.

Finalmente, si se quiere ahondar en los mecanismos moleculares que podrian verse afectados
en la sinapsis CA3-CAL del hipocampo tras la LNF, la marcacion y cuantificacion de los
receptores glutamatérgicos como AMPA o NMDA vy de los canales VGCC es de vital

importancia.
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