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Estudio de células serotoninéergicas en
respuesta a una lesion en la médula
espinal de la tortuga

INTRODUCCION

La lesidn de la médula espinal en los mamiferos resulta en una pérdida irreversible de
actividad motora y percepcién sensorial. En algunos vertebrados inferiores como la
tortuga, se genera un puente celular que reconecta los mufiones rostral y caudal de la
médula lesionada, contribuyendo a una recuperacion parcial de la actividad sensorio-
motriz (Rehermann et al.,, 2009). Ademas de la re-conexién anatémica es posible que
los cambios plasticos de los circuitos espinales por debajo de la lesién cumplan un
papel fundamental en la recuperacion de la actividad locomotora. La identificacion de
los mecanismos implicados en la recuperacion funcional de la médula espinal en la

tortuga podria dar luz a futuras estrategias terapéuticas (Rehermann et al., 2011).

Organizacion jerdrquica de los sistemas motores

Los sistemas motores poseen una organizacion jerarquica que es esencial para la
realizacion de distintos tipos de movimientos, desde aquellos de tipo ritmico a los de
gran precision y velocidad. Los circuitos motores estan distribuidos en la médula
espinal, tronco encefélico y la corteza motora, asi como en estructuras como los
ganglios basales y el cerebelo. El mayor nivel de complejidad estad representado en la
corteza motora, en tanto la médula espinal es la estructura encargada de la ejecucién y
de menor complejidad. La médula espinal contiene a las motoneuronas que son la via
final comun de los sistemas motores, conectadas de manera monosinaptica con unas
pocas fibras sensoriales, o como se da en la gran mayoria de los casos, con
interneuronas interpuestas entre la neurona sensitiva primaria o axones
supraespinales y la motoneurona. El tronco encefalico esta inervado por axones que
provienen de la corteza cerebral y ndcleos subcorticales, y va a proyectar sus axones a
la médula espinal. La corteza motora primaria y las dreas premotoras se proyectan
directamente hacia la médula espinal y modulan las vias provenientes del tronco

encefalico. Las aferencias de axones supraespinales pueden modular las respuestas
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reflejas y automatismos contenidos en la médula espinal en forma de Generadores de
Patrones Centrales. La informacién motora proveniente de todos los niveles va a
converger sobre las motoneuronas, que van a inervar a los musculos esqueléticos. Las
motoneuronas se encuentran en la médula espinal y tronco encefalico, organizadas en
nucleos motores. Un grupo de motoneuronas que inervan un mismo musculo se
organizan en un nudcleo motor en la médula espinal ventral, cuya salida se da por la

raiz ventral (Pearson & Gordon, 2000).

Control motor: CGP espinales.

Los Generadores de Patrones Centrales (CGP, por Central Pattern Generators) son
redes neuronales en el sistema nervioso central capaces de producir actividad ritmica,
generando una salida motora que no implica un esfuerzo consciente, y reguladas por
retroalimentacién sensorial (Mortin & Stein, 1989; MacKay-Lyons, 2002). En
vertebrados se han identificado distintos CGP’s espinales, por ejemplo los
responsables del nado, el rascado y la marcha (Mortin & Stein, 1989). La capacidad
ritmica del CGP que controla el movimiento de los miembros inferiores consta de
multiples nucleos, distribuidos ventralmente en la médula espinal a lo largo del

ensanchamiento lumbar (Kiehn, 2006).

El estudio de lesiones espinales en modelos animales sugiere un control locomotor
tripartito. Este consta de un componente medular -el centro generador de patrones
(CGP)- cuya actividad como ya se ha mencionado es ritmica. Un segundo componente
son las aferencias sensoriales, las que influencian en forma fasica el CGP, ayudando a
que la salida motora se adapte a un ambiente cambiante. El tercer componente
involucrado en el control locomotor son las vias descendentes del tronco encefalico y
telencéfalo, que entre otras funciones realizan la neuromodulacién de los circuitos

espinales (Rossignol et al. 2007).
El generador de patrones centrales implicado en el acto locomotor es quien integra las

funciones de ritmicidad, coordinacién ipsilateral de musculos flexores y extensores, y

coordinacion derecha-izquierda (Kiehn, 2006).
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Las areas supra-espinales cumplen cinco funciones principales: activar los CGPs,
regular la intensidad de la actividad de los CGPs, el mantenimiento del equilibrio
(control postural) durante la locomocién, la adaptacién del movimiento a las
condiciones externas, y la coordinacién de la locomocién con otros actos motores

(MacKay-Lyons, 2002).

A su vez, los patrones motores producidos por los CGPs son modificados por
neuromoduladores, que van a facilitar, deprimir, o iniciar la actividad motora
mediante la modificaciéon de las propiedades intrinsecas y sinapticas de las neuronas

(MacKay-Lyons, 2001).

Neuromodulacién de la locomocion.

La neuromodulacidén de los circuitos permite al organismo una amplia flexibilidad del
comportamiento desplegado, integrando en forma adecuada el entorno en que se
encuentra, el diagramado de los circuitos neuronales, y la composicién biomecanica
del organismo (Marder, 2012).

Multiples sustancias pueden actuar como neuromoduladoras de un circuito, como fue
estudiado en el ganglio estomato-gastrico (STG) de crustaceos, que es un circuito CGP
que contiene un nimero aproximado de 30 neuronas (Marder, 2012). Cuando se corta
la inervacion aferente del STG se enlentece o incluso interrumpe la alta frecuencia de
descarga de las neuronas del STG. Esta frecuencia puede ser obtenida nuevamente si
se introducen exdgenamente diversas sustancias neuromoduladoras como ser
dopamina, proctolina y serotonina (Marder, 2012). Este trabajo muestra de forma
experimental como determinadas sustancias pueden actuar como neuromoduladoras,

reconfigurando un circuito neural pre-existente.

Los CGPs que subyacen diversas conductas en vertebrados se localizan en la médula
espinal (Mortin & Stein, 1989). En la tortuga de agua dulce Trachemys scripta elegans
se han identificado tres tipos de reflejos de rascado (scratch reflex), donde cada uno
posee un patrén motor estereotipado caracteristico, muchas veces con interneuronas
en comun (Mortin & Stein, 1989). En estudios previos sobre crustaceos, se identifico
que los neuromoduladores activaban distintas conexiones entre interneuronas del

CGP para generar distintos patrones motores (Mortin & Stein, 1989).
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La serotonina como neurotransmisor en el Sistema Nervioso Central (SNC)

La 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) es un efector en diversos tipos de musculo
liso, fomenta la agregacion plaquetaria, y por sobre todo es uno de los principales

neurotransmisores del SNC (Frazer & Hensler, 1999).

Sistema serotoninérgico como neuromodulador de los circuitos motores

La aplicacion exdgena de sustancias neuromoduladoras permite estudiar la respuesta
de los circuitos neuronales (Marder, 2012). En estudios realizados en la médula
espinal aislada de lampreas, se identific6 a la serotonina endégena como participante
en la regulacién del ritmo del CGP para producir movimientos adaptados a las
necesidades del animal (Harris-Warrick & Cohen, 1985). La serotonina liberada en
momentos especificos y en determinados sitios de la médula espinal, podria ser el
neuromodulador utilizado para afinar el programa motor generado por el CGP

(Harris-Warrick & Cohen, 1985).

En el SNC de los mamiferos, las células serotoninérgicas se encuentran agrupadas en
nueve nucleos principales, distribuidos en la linea media o rafe de la protuberancia y
tallo encefalico (Bloom, 2006). La inervaciéon serotoninérgica proviene asi desde
centros supraespinales (Ghosh & Pearse, 2015). A su vez, estudios con embriones de
ratones utilizando cultivos organotipicos de médula espinal aislada, se demostr6 que
existe una aparicion de neuronas intraespinales serotoninérgicas, proceso que estaria
siendo inhibido por sefiales supraespinales en situaciones control (Branchereau et al,

2002).

Sintesis y metabolismo

La 5-HT es una molécula hidrofilica que no atraviesa la barrera hematoencefalica. La
molécula de 5-HT se sintetiza a partir del aminodacido esencial tript6fano, se almacena
en granulos secretorios gracias a un transportador vesicular, y la liberacion se da por
exocitosis. En el sistema nervioso, la 5-HT liberada puede ser re-captada por un
transportador especifico (SERT). El transportador de 5-HT se encuentra localizado en
la membrana exterior de las terminaciones axdnicas serotoninérgicas. La via
metabolica principal de la 5-HT abarca a la enzima mitocondrial monoaminooxidasa
(MAO) (Westfall & Westfall, 2006), y también puede ser incorporada a las vesiculas

sindpticas por el transportador vesicular VMAT.
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La sintesis de serotonina puede ser aumentada en respuesta a una estimulacién

eléctrica del soma de la célula serotoninérgica en una manera que depende de la

frecuencia de estimulacion (Frazer & Hensler, Goodman

Neurochemistry: Molecular, Cellular and Medical Aspects, 2006).
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La serotonina promueve la neurogénesis y la plasticidad neuronal en el SNC inmaduro,

y es responsable de mantener el fenotipo neural en el cerebro maduro (Branchereau

etal, 2002).
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Lesion de la médula espinal

La lesion de la médula espinal en los mamiferos lleva a una pérdida irreversible de
actividad motora y sensorial. Los mecanismos celulares que subyacen una lesiéon
medular implican la muerte de células como ser neuronas, oligodendrocitos y
astrocitos, asi como también a la interrupcién de haces de axones ascendentes y
descendentes (Thuret et al, 2006).

Pacientes con lesiones medulares completas muestran una pérdida de las funciones
motoras, sensitivas y pérdida del control voluntario de las funciones de los esfinteres
rectal y de la vejiga. En el caso que la lesion se produzca a nivel cervical, los centros
respiratorios también van a ser afectados (Pearson & Gordon, 2000). En humanos, lo
mas frecuente es ver traumatismos de la médula espinal, que a pesar de no ser una
lesion completa resulta en la disrupcién de las conexiones presentes entre la red
neuronal espinal, las supraespinales y de aferencias sensoriales, dando como
consecuencia una funcién locomotora deteriorada (Ghosh & Pearse, 2015). Dicho
impedimento seria irreversible ya que el sistema nervioso central en los humanos no

tiene la capacidad de reparaciéon endégena (Ghosh & Pearse, 2015).

En estudios realizados sobre embriones tempranos de pollo se constaté que existe una
capacidad limitada de regeneracion axonal como producto de una lesién medular. Esta
capacidad se evidencia durante una ventana temporal critica en el desarrollo
temprano de los embriones, y se pierde a medida que la edad del animal aumenta
(Coumans et al 2001). Sin embargo en algunos vertebrados inferiores como la tortuga
de agua dulce, se genera un puente celular que reconecta los mufiones rostral y caudal
de la médula lesionada, contribuyendo a una recuperaciéon parcial de la actividad

sensorio-motriz (Rehermann et al 2009).

La rehabilitacion luego de una lesién parcial de la médula espinal debe priorizar el
entrenamiento locomotor utilizando mecanismos que refuercen tanto el control
voluntario como el potenciamiento de mecanismos espinales enddgenos (Rossignol et
al. 2007). Una aproximacion en este sentido ha sido la utilizada por Antri et al (2002),
quienes luego de realizada una lesion de médula espinal en ratones lograron la
recuperacion de la actividad motora tras la inyeccidon del agonista de receptores 5-
HT2, quipazina. La hipdtesis manejada por estos investigadores consiste en un efecto

modulador a largo plazo de la serotonina. El tratamiento crénico con inyecciones
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diarias de quipazina mostr6 una recuperacion progresiva de las funciones
locomotoras, que es interrumpida una vez que se interrumpe la administracion del
agonista (Antri et al. 2002). Al utilizar un agonista 5-HT1A, 8-OHDPAT (8-hydroxy-(2-
di-N-propylamino) tetralin), obtuvieron nuevamente una recuperacién de la actividad
motora, pero cuya acciéon sobre la médula espinal implica tanto mecanismos a largo

como a corto plazo (Antri et al. 2003).

Numerosos estudios han probado que la manipulacién farmacolégica de los segmentos
medulares aislados por una lesién completa posibilita una reorganizacion funcional de
los circuitos espinales. De esta manera se ha logrado inducir la locomocién en gatos
espinalizados mediante la acciéon conjunta de agonistas del receptor NMDA y el

aumento del nivel de serotonina o noradrenalina (Bradbury y McMahon, 2009).

Ademas de regular funciones cerebrales superiores, las monoaminas tienen una fuerte
influencia sobre los reflejos espinales y la actividad motora en vertebrados (Kiehn et
al. 1992). También se encontré que la transmision monoaminérgica puede inducir
cambios en las propiedades de membrana, tanto en motoneuronas espinales de gatos
espinalizados, como en motoneuronas de preparados in vitro de médula espinal de
tortugas (Kiehn et al. 1992; Perrier & Cotel, 2008). La serotonina ejerce estas acciones
actuando sobre dos tipos de receptores 5-HT, localizados en regiones distintas de la
motoneurona. Por un lado, la serotonina actia sobre los receptores 5-HT2 que se
expresan en la membrana somato-dendritica, promoviendo potenciales plateau,
aumentando asi la excitabilidad de la neurona (Kiehn et al. 1992; Perrier & Cotel,
2008). Por otro lado, la serotonina tiene un efecto inhibitorio al actuar sobre los
receptores 5-HT1a/7 expresados en la region perisomatica de la motoneurona (Perrier
& Cotel, 2008; Perrier, 2015).

La liberacion de serotonina durante los movimientos musculares moderados va a
facilitar la contraccion muscular mediante modulacion de la actividad de las
motoneuronas. Estudios realizados en gatos demuestran una correlacion entre la
frecuencia de disparo de neuronas del rafe, con la intensidad de la actividad motora
realizada. Durante la locomocidn activa, las frecuencias de disparo de las neuronas del
rafe aumentan en paralelo con la intensidad del ejercicio, mostrando que hay una
relacion entre la cantidad de serotonina liberada y la frecuencia de disparo de las

motoneuronas, y por lo tanto del movimiento (Perrier, 2015).
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En actividades musculares intensas, se da la liberacion de mas serotonina, saturandose
el mecanismo de recaptacion de serotonina. Los altos niveles de serotonina
extracelular permiten la activacion de los receptores 5-HT1a dispuestos en el segmento
axonal inicial, que van a inhibir el disparo de las motoneuronas. De esta manera se
inhibe la contraccién muscular, pudiendo ser asi un mecanismo celular de fatiga

generado en el sistema nervioso (Perrier, 2016).

Plasticidad y reparacion del sistema nervioso

Frente a una lesion del sistema nervioso, como por ejemplo la seccion completa de la
médula espinal, se dispararan mecanismos de plasticidad y reparacion, que contienen

elementos en comun a los utilizados durante la formacién de nuevas neuronas.

Hoy en dia se conoce que en el cerebro adulto de mamiferos existen nichos donde
residen progenitores neurales, células capaces de formar nuevas neuronas. La
neurogénesis en mamiferos adultos se ha demostrado en la zona subventricular y la
zona subgranular del giro dentado en el hipocampo y se ha propuesto en algunas areas
corticales y en la sustancia negra (Arias-Carrion, et al. 2007; Arias-Carrion & Drucker-
Colin, 2007).

Algunas evidencias indicarian que la capacidad neurogénica estaria dada por la
conservacion en el cerebro adulto de un microambiente en el que residen las células

desde el desarrollo embrionario y posnatal (Arias-Carrion, et al. 2007).

La lesion completa de médula espinal, corta los axones provenientes de centros
supraespinales, interrumpiendo entre otras la via serotoninérgica descendente. La
interrupciéon de la via serotoninérgica provoca una disminuciéon de la tasa de

proliferacién celular en el hipocampo de ratas (Arias-Carrion, et al. 2007).

El canal central (CC) es -en vertebrados inferiores como la tortuga- un nicho de células
madre- que participa organizando la re-conexiéon de la médula luego de la lesion
(Fernandez et al., 2002; Russo et al, 2004; Russo et al., 2008). Se postula que el
epéndimo de la médula espinal de mamiferos contiene neuronas inmaduras en
contacto con el CC con propiedades similares a las observadas en los nichos

neurogénicos de vertebrados inferiores (Marichal et al. 2009). De esta manera, el CC
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estaria representando una fuente de plasticidad que activada por la lesion soporta la

reconexion de la médula espinal contribuyendo a cierta recuperacién funcional.

Luego de la lesion espinal en la tortuga, en un primer momento se da la formacién de
un coagulo en el sitio de la injuria. Este coagulo inicial es la primera conexion fisica
entre los recién separados mufiones espinales. A las 28 horas luego de la lesidn, no se
encontraron axones ni procesos gliales, pero si terminaciones bulbosas distréficas en
el epicentro de la lesiéon (Rehermann et al. 2009). Entre 7 y 15 dias luego de realizada
la lesion de la médula espinal, el coagulo es substituido por un puente celular. Estudios
posteriores demostraron un aumento de la proliferacion celular hacia ambos lados del
epicentro de la lesion (Rehermann et al. 2009). A su vez, a los 7 dias de realizada la
lesidn se observo la presencia de células y fibras serotoninérgicas alrededor de la zona
lesionada, se encontraron terminales axénicas que expresaban 5-HT en el epicentro de

la lesion (Rehermann et al. 2009).

Estudios preliminares en nuestro laboratorio han mostrado un aparente aumento en
el nimero de células serotoninérgicas en el ensanchamiento lumbar de tortugas
lesionadas. Estas células se encontraron proximas al canal central (CC), regién
previamente reconocida como sitio con propiedades neurogénicas en la tortuga

(Fernandez et al., 2002; Rehermann et al. 2012).

Linaje celular de las células 5-HT+

Uno de los mecanismos implicados en la recuperacién funcional de la médula espinal
en la tortuga podria ser la plasticidad del sistema serotoninérgico por debajo de la
lesion.

Buscamos investigar de forma preliminar el linaje de las células 5-HT+ encontradas en
la medula espinal lumbar de la tortuga. Comenzamos por analizar la expresion del
marcador de neuronas inmaduras HuC/D. Luego realizamos inmunomarcado con
anticuerpos anti Nkx6.1, factores de transcripcion de neuronas serotoninergicas.
Utilizamos el marcador del factor de transcripcion Nkx6.1 ya que es uno de los
factores de transcripcion que estd involucrado en la génesis de neuronas

serotoninergicas.
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Mecanismos de plasticidad fenotipica

Estudios recientes indican que una disminucién en la actividad celular, por ejemplo
por lesion, da un aumento de los neurotransmisores excitatorios y una disminucién de
los neurotransmisores inhibitorios (Dulcis y Spitzer, 2012).

Estos estudios han aportado evidencias de la posibilidad de reconfiguraciéon del
neurotransmisor expresado mediante un cambio en la actividad eléctrica de la
neurona (Borodinsky et al. 2004; Dulcis y Spitzer, 2012). En efecto, en embriones de
Xenopus laevis se comprob6 que la manipulacion de los patrones de espigas de calcio
especificas de las distintas clases de neuronas espinales embrionarias cambia el
fenotipo neuroquimico de la neurona. La supresion de las espigas de calcio provoca el
aumento de la expresién de neurotransmisores excitatorios, y la disminuciéon de
neurotransmisores inhibitorios. De la misma manera, el aumento de la descarga de
espigas de calcio provoca la supresion de la sefial de neurotransmisores excitatorios y
un aumento de la expresion de neurotransmisores inhibitorios (Borodinsky et al.

2004).

Basandome en estos trabajos se podria de esperar un mayor nimero de neuronas
serotoninérgicas luego de realizado el completo seccionamiento de la médula espinal

de la tortuga.

Hipétesis de trabajo

La hipotesis de trabajo es que frente a la lesién existe un cambio plastico en la
inervaciéon serotoninérgica por debajo de la lesiéon con el fin de compensar la
modulacién por serotonina de los circuitos espinales. Como corolario de esta hipotesis
central, especulamos que los progenitores del CC podrian proliferan generando nuevas
neuronas serotoninérgicas. Una posibilidad alternativa es que la apariciéon de nuevas
neuronas serotoninérgicas sea debido a un cambio fenotipico de neuronas pre-
existentes desencadenado por la interrupcion de las fibras descendentes

serotoninérgicas luego de la lesion.
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Objetivos

Como primer objetivo nos propusimos cuantificar el cambio en el nimero de
células serotoninergicas en la médula espinal lumbar de tortugas lesionadas
con respecto a tortugas control.

Como segundo objetivo nos propusimos estudiar los mecanismos subyacentes
a la aparicion de nuevas células serotoninérgicas. En otras palabras, ;las
células serotoninérgicas encontradas en las tortugas lesionadas se generan por
neurogénesis o responden a un cambio fenotipico de células preexistentes? Un
mecanismo de neurogénesis seria evidenciado por mayor nimero de células
BrdU+ co-localizando serotonina, mientras que un cambio fenotipico mostraria

que las nuevas células serotoninérgicas no incorporan BrdU.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron tortugas de agua dulce juveniles (4 a 12 meses de edad) Trachemys
scripta elegans, de 5-6 cm de largo, y 10-15g de peso provenientes de Louisiana Turtle
Farm (USA). Las tortugas fueron mantenidas en un acuario a temperatura estable de
28°C, expuestas a luz natural y artificial, alimentadas dos veces por semana. Los
protocolos utilizados, asi como las condiciones del bioterio han sido previamente

aprobados por la CNEA (Comisién Nacional de Experimentacion Animal).

La ventaja que plantea el uso de T. scripta elegans como modelo de experimentacidon es
su capacidad de regeneracion de la medula espinal luego de una lesién (Rehermann et
al. 2009; Rehermann et al. 2011). Otras ventajas que presenta como modelo son su
facil mantenimiento en un bioterio y posibilidad de realizar estudios con gran ndmero
de individuos de una misma edad ya que pueden ser obtenidas de granjas de cria de

tortugas.

Para el presente trabajo se utilizé un total de 16 tortugas lesionadas y 12 tortugas

lesionadas en forma ficticia como controles.

Lesiones
Las lesiones fueron realizadas por investigadores acreditados, y protocolos aprobados
por la CNEA. Para la realizacidn de las lesiones se siguid el protocolo descripto por

Rehermann et. al. (2009).

Para la lesion de la médula se anestesié al animal mediante una inyeccion
intraperitoneal de Ketamina (40mg/kg, i.p.), e inhalacién de isofluorano (1-chloro-

2,2,2-trifluoroethyl difluoromethyl ether; Terrell, Laboratorio LIBRA, Uruguay).

El uso de anestésicos al momento de realizar una operacién garantiza que el animal
permanezca en la misma posicion durante la intervencion, facilitando la manipulaciéon

durante la intervencion quirdrgica.

La ketamina es un agente anestésico disociativo, comunmente utilizado en la practica
veterinaria, incluyendo en reptiles. La dosis utilizada es de 40mg/kg via de

administracidén intraperitoneal (Figura 2) (Rehermann et. al., 2009; Rehermann et. al.,
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2011). Este analgésico fue combinado con la inhalacién de isofluorano al 1% durante
el transcurso de la cirugia (Rehermann et. al., 2009; Rehermann et. al,, 2011), ya que
ayuda a mantener el estado de anestesia inducido por la ketamina (Bennett,
1991).Cuando el animal estaba profundamente anestesiado (no responde a estimulos

nociceptivos) se procedid a asegurarlo a un soporte rigido.

Todo el material quirdrgico utilizado fue previamente esterilizado y se pas6 alcohol
iodado por el caparazén del animal con el fin de evitar posibles infecciones. Bajo lupa
se procedi6 a abrir una pequefa ventana en la unién de la tercera y la cuarta placa
dorsal del caparazoén para exponer la medula espinal. Una vez expuesta la médula se
realizé un corte transversal, seccionando completamente la médula espinal a nivel
toracico (Figura 2). Posteriormente se volvié a colocar la placa levantada y se la sell6
con cianoacrilato (2-cianoacrilato de Etilo; Rehermann et. al, 2009). Finalizada la
intervencidon quirurgica los animales fueron colocados a temperaturas calidas,
permitiendo que eleven su temperatura corporal (Berkowitz et al, 1994; Rehermann
et. al., 2009), para luego ser introducidos en el acuario. Una vez que las tortugas se
recuperaron de la intervencion quirdrgica, aproximadamente 4 horas mas tarde, todas
las tortugas fueron sometidas a un control conductual, donde se descartaron todas

aquellas que movian alguno o ambos miembros posteriores.
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Figura 2. Lesion de la médula espinal. 2A_ Esquema de la lesiéon de médula espinal a nivel
de la tercera placa (V3), el bisturf indica el lugar de la lesién. 2B_ Fotografia de la médula
espinal al momento de la lesion, la flecha indica el corte realizado. 2C_ Fotografia de la
diseccion de la médula espinal 30 dias luego de la lesion. La flecha indica la region donde
habia se realizé la lesiéon medular. Escala= 500pum.
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Lesion ficticia (LF)
Los animales control fueron sujetos a una lesion ficticia, esto es, se realiz6 el protocolo
detallado anteriormente pero con la salvedad de que una vez descubierta la médula

espinal, no se lesion6 la médula, y se cerro6 el caparazon.

Cuidados Postoperatorios

Las tortugas no requieren de cuidados postoperatorios especiales (Rehermann et al,

2009).

Evaluacion in vivo de la lesion

Para confirmar in vivo que la lesion se realizé completamente, se estudia la respuesta
motora refleja frente al pinzado de la cola. Al pinzar suavemente la cola de la tortuga
con una pinza gruesa se identificé una respuesta caracteristica en lesiones medulares,
que consiste en un movimiento reflejo motor donde se da la aduccién rapida de los
miembros posteriores y luego una lenta abducciéon y extensién. Este reflejo
caracteristico fue descrito anteriormente por Rehermann y col. (Rehermann et al.

2009).

Registro de la actividad motora

Registramos en formato de video la actividad motora de las tortugas lesionadas para el
posterior andlisis cinematico que nos permite evaluar una eventual recuperacion
funcional los miembros posteriores (Rehermann et al. 2009).

Un segundo ensayo fue realizado disponiendo a las tortugas sobre una superficie plana
antideslizante. Las tortugas LF demostraron un despliegue locomotor normal,
mientras que las lesionadas arrastraron el cuerpo sobre la superficie usando las
extremidades anteriores, manteniendo las extremidades posteriores retraidas bajo el
caparazon y en otros casos extendidas sobre la superficie (Rehermann et al., 2009).
Finalmente, se estudiaron los patrones locomotores exhibidos por las tortugas durante
el nado libre. Nuevamente se encontraron diferencias entre tortugas lesionadas, donde
algunas mantuvieron los miembros posteriores retraidos mientras que otras

mantuvieron los miembros posteriores extendidos.
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Para cumplir con el segundo objetivo hicimos un protocolo de inyeccion in vivo de
BrdU, y un posterior andlisis inmunohistoquimico conjugando anticuerpos anti BrdU y
anti 5-HT. Se utilizaron 6 ejemplares lesionados y 6 LF, todos ellos fueron perfundidos

alos 30 dias luego de la lesion (30 dpl).

Inyecciones de BrdU

El bromodeoxiuridina (BrdU) es un marcador de la proliferacion celular, analogo de la
timidina, que se incorpora durante la fase S del ciclo celular. La aplicacién de este
marcador nos revela las células que han sufrido al menos un ciclo de division celular.
Se realizaron dos protocolos de inyeccion de BrdU por saturacion, donde cada uno
consta de 2 inyecciones diarias de BrdU (150mg/kg) durante cuatro dias, comenzando
en un grupo a las 24h luego de la lesion (n lesionadas= 3; n LF= 3 ), y otro grupo
comenzando el octavo dia luego de la lesion (n lesionadas= 3; n LF= 3) (Figura 3). El
volumen de solucion de BrdU a inyectar fue cuidadosamente establecido ya que
incrementa la posibilidad de formacién de edemas y retencién de liquidos. Las
inyecciones de BrdU en la primera semana marcaran aquellas células que comienzan a
dividirse tempranamente, antes del cuarto dia post lesidn. Las inyecciones en la
segunda semana marcaran aquellas células que comienzan a dividirse en una etapa
mas tardia, entre el octavo y decimoprimer dia luego de la lesion. Luego de
transcurridos 30 dias de realizada la lesién medular 6 la lesidon ficticia las tortugas

fueron perfundidas y se procedi6 al procesamiento del tejido para

inmunohistoquimica.
1] 30
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Figura 3. Disefio del analisis de proliferacion celular.
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Perfusion y fijacion del material biolégico

El total de animales utilizados se separé en dos grupos, segtn el tiempo de sobrevida,
unos 10 dias post lesién (10 dpl), y un segundo grupo de 30 dias post lesion (30 dpl),
segun el disefio experimental. Luego de transcurridos los tiempos de sobrevida, se
realiz6 la eutanasia de los animales, y fijacién de la médula espinal para su ulterior

procesamiento por inmunohistoquimica.

La ventana temporal de sobrevida utilizada se debe a que los animales son objeto de
investigaciones de parte del equipo del laboratorio, donde se estudia el epicentro de la
lesion (Rehermann et.al, 2009). Es en busca de reducir el nimero de animales
utilizados es que se opta por evaluar la respuesta serotoninérgica frente a una lesion
de médula 30 dias post lesion. Debe de destacarse que en la biblografia esta
documentado que las primeras sefiales de recuperacién motora aparecen luego de
transcurridos 20 dias de la lesion (Rehermann et al 2009), validando entonces una
evaluacion celular del tejido a los 30 dias. Se utilizaron a su vez animales de 10 dias

post lesion para estudiar como es que se da la respuesta temprana a la lesion.

El anestésico utilizado en la eutanasia de las tortugas fue el pentobarbital, seguido por
perfusién intracardiaca con salino y paraformaldehido al 10% en Ringer de tortuga
(Rehermann et. al., 2009). El pentobarbital es un farmaco de la familia de los
barbitdricos que empleado en reptiles a dosis de entre 60-100 mg/kg producen la
muerte del animal, método no inhalatorio de eutanasia que posee el aval de guia

AVMA para la eutanasia de animales, edicién 2013.

La perfusion intracardiaca se realizé una vez que se confirmd, mediante la valoracion
de respuestas nociceptivas, que el animal estaba inconciente. En un primer momento
se inyectd una solucién salina 6 Ringer de tortuga para quitar la sangre del sistema
circulatorio, y posteriormente se paso al fijado del organismo mediante el paso de una
solucién fijadora que contiene paraformaldehido al 10% (Rehermann et. al., 2009),
diluida en un volumen de Ringer de tortuga.

Luego de la fijacion, se procedio a la diseccién de la médula espinal para su inclusion
en un bloque compuesto de albumina y gelatina en relaciéon 2:1 (albumina al 40%,

gelatina al 1,5%), y dos gotas de glutaraldehido (72ul).
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Inmunohistoquimica

Para cumplir los objetivos de este trabajo se analiz6 la regién del ensanchamiento
lumbar de la médula espinal. Se utiliz6 un vibratomo para obtener secciones
transversales de la médula espinal de 70um de espesor. Cada tortuga es considerada
una unidad muestral independiente, mientras que los cortes analizados de una misma
tortuga constituyen una pseudo réplica. El analizar un mayor nimero de pseudo
réplicas permite aumentar la significancia estadistica, sin la necesidad de aumentar el

numero de animales utilizados.

Una vez obtenidas las secciones se realizaron reiterados lavados con buffer fosfato
(PB, pH 7.4) para limpiar posibles impurezas. Luego fueron incubadas con los
anticuerpos primarios diluidos en PB tritén al 0,3% durante 48 horas. En ultima
instancia las secciones fueron incubadas con los anticuerpos secundarios, conjugados
a un fluoréforo. Los preparados histolégicos obtenidos de esta forma fueron
analizados utilizando el microscopio confocal Olympus VF300 y el programa Fluoview

5 del IIBCE, en donde se tomaron a su vez las fotografias del presente trabajo.

Las técnicas inmunohistoquimicas anti 5-HT se realizaron sobre un total de 15
tortugas. Estas se separaron en dos grupos de tortugas lesionadas con tiempos de
sobrevida distintos, uno a los 10 dias luego de la lesién (10dpl n=3), otro a los 30 dias

(30dpl n=6), y tortugas LF (LF n=6).

BrdUy 5-HT

El ADN conteniendo BrdU puede ser detectado por inmunohistoquimica (Nowakowski
et al. 1989). El uso de anticuerpos anti BrdU requiere un previo tratamiento de los
cortes con HCl (40 minutos) y posteriores lavados, para obtener una mejor sefial. Los
cortes se incubaron con anticuerpo primario anti serotonina (generado en conejo) y
anti BrdU (generado en ratdén). Luego de pasadas 48 horas de incubacion del
anticuerpo primario se lavaron los cortes y se los incubd para ser revelados durante
90 minutos con los anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado con fluoréforo

(Alexa 488) y anti-ratén conjugado con fluoroforo (Alexa 633).
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Los cortes fueron montados en glicerina y luego observados en el microscopio
confocal (OlympusVF300). Las imagenes se obtuvieron con el programa Fluoview5

(Olympus).

Estudios preliminares del linaje celular de las células 5-HT+

Yendo un poco mas alla de los objetivos especificos de este trabajo estudiamos la co-
localizacion celular de la serotonina con el factor de transcripcion Nkx6.1 y con el
marcador de neuronas HuC/D. Para esto se seleccionaron los fluor6foros adecuados
para la deteccion simultanea sin solapamientos espectrales. Se utilizaron secciones del

ensanchamiento lumbar de tortugas LF y tortugas lesionadas 30dpl.

Cuantificacion de células BrdU+

Al igual que para las células 5-HT+, se realizé una cuantificacion de las células BrdU+.

Se busco en forma activa células doble marcadas para el BrdU y 5-HT.

Andlisis estadistico
Cumpliendo con el primer objetivo se contaron todas las neuronas 5-HT+ presentes en
10 secciones de 70um de espesor, correspondientes al ensanchamiento lumbar de

cada tortuga.

Para el segundo objetivo se cont6é en nimero de nicleos BrdU+ localizados en un area
de 32000um2 alrededor del CC, en 5 cortes correspondientes al ensanchamiento
lumbar. Esto se realiz6 con los dos grupos de tortugas lesionadas y control, con el

protocolo de inyeccién de BrdU a distinto tiempo.

Se aplico el test no paramétrico “U” de Mann-Whitney con un P< 0.05, para obtener el

valor estadistico de los datos analizados.
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RESULTADOS

Evaluacion de la recuperacion de la locomocion luego de la lesion

Todas las tortugas utilizadas fueron sometidas a ensayos para registrar la actividad
motora. El 20% de las tortugas lesionadas exhibieron algun tipo de recuperacion
motora de los miembros inferiores a tiempos de sobrevida cercano a los 30 dias post
lesion. El ensayo de nado libre mostr6 que estas tortugas mantenian sélo uno de los
miembros posteriores extendido, mientras que las restantes tortugas que no
evidenciaban una recuperaciéon funcional mantenian las extremidades posteriores
retraidas por debajo del caparazdn. La estimulacién sobre una la superficie plana en el
segundo ensayo provocO la retracciéon de los miembros posteriores en aquellas
tortugas que mantenian un miembro extendido. En todas las tortugas evaluadas se vio

un desplazamiento activo realizado utilizando sus miembros anteriores.

Distribucion de célulasy fibras 5-HT+ en tortugas LF

Se estudio la distribucion de cuerpos celulares y fibras de células serotoninérgicas (5-
HT+) en el ensanchamiento lumbar de la médula espinal de la tortuga. En una primera
etapa se analizd la distribuciéon de dichas células en tortugas LF, (grupo control).
Encontramos una poblacién densa de terminales serotoninérgicos en toda la seccion,
con concentraciones mayores en el asta ventral, muchas veces rodeando las
motoneuronas (Figura 4, A). Las terminales serotoninérgicas son de pequeio
diametro, bulbosas, y se disponen en forma de collar de cuentas sobre las fibras. Por
otro lado, se encontraron pocas células 5-HT+ en la médula espinal (Figura 4, B y C),
como fue descripto en estudios anteriores (Branchereau et al., 2002). Estos resultados
van en concordancia con los antecedentes bibliograficos, donde Kiehn et al. (1992),
trabajando con la tortuga Trachemys scripta elegans describen grandes formaciones de
fibras 5-HT+ en la sustancia gris de los segmentos lumbo-sacros. Estos mismos
autores describen también, tanto en el ensanchamiento cervical como en el lumbar,
que el pericarion y los procesos de las motoneuronas son rodeados por terminales
serotoninergicas. A su vez, estos autores encontraron que hay células serotoninérgicas
a todo lo largo de la médula espinal de la tortuga, con mayor abundancia de éstas en la

region cervical y lumbo-sacra (Kiehn et al.,, 1992).
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Figura 4. Médula espinal lumbar de tortuga LF, inmunomarcado para serotonina (5-HT).
A_ Imagen de inmunoinfluoresencia, invertida y en escala de grises. Botones
serotoninérgicos y fibras varicosas. B_Célula serotoninérgica con proceso apical hacia el
canal central. C_Procesos celulares y célula serotoninérgica proyectandose hacia el asta
ventral. Escala A= 100um; By C= 20um.

Distribucion de célulasy fibras 5-HT+ en tortugas lesionadas

Para evaluar los sistemas de sefializacién serotoninérgicos intrinsecos, se debe
estudiar la distribucién de la serotonina en la médula espinal luego de una lesién
completa de la médula, de forma de independizarse de las proyecciones

monoaminérgicas descendentes (Rehermann et al. 2009, Kiehn et al. 1992).

Estudiamos el fenotipo de las células serotoninérgicas en la region lumbar de tortugas
que habian sufrido una seccién completa de la médula espinal. Luego de realizar la
inmunohistoquimica para revelar las células 5-HT+ se procedi6 a un analisis con
microscopia confocal. En las tortugas lesionadas encontramos una fuerte disminucién
de la poblaciéon total de fibras y botones serotoninérgicos (Figura 5). Las
terminaciones mantienen un tamafio similar a las encontradas en tortugas LF, pero las
fibras tienen ahora una disposicién “en passant”(Figura 5 B, B1). En cuanto al numero
de cuerpos celulares, vemos un aumento en el nimero de células serotoninérgicas
respecto a tortugas LF, y largos procesos celulares (Figura 5B, B1). No se encontraron

fibras varicosas.
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Figura 5. Inmunomarcado para serotonina (5-HT). A y B_ Imagen invertida y en escala de
grises. Médula espinal lumbar de tortuga lesionada fijada a distintos tiempos post lesion.
A_Tortuga fijada a 10 dpl. B_ Tortuga fijada a 30 dpl. A1_Ampliacién del recuadro en A. Se
muestran las fibras serotoninérgicas en su disposicion similar a LF. B1_ Ampliacién del
recuadro en B. Se muestran las fibras serotoninérgicas en su disposicién “en passant”.
Escala Ay B=100um; A1 y B1=30um.

Tanto en tortugas LF como en lesionadas encontramos células bipolares 5-HT,
localizadas ventromedialmente al canal central (CC), como fuera descripto por el
grupo de Kiehn (Kiehn et al. 1992). Algunas células 5-HT+ localizadas en la regi6n
ventral del CC presentaron un proceso apical en contacto con la luz del canal (Fig. 6, A-
C, E). Por otro lado, 1a mayor parte de las células encontradas en el ensanchamiento
lumbar de la médula espinal corresponden a cuerpos celulares localizados
ventromedialmente, con procesos que discurren hacia el CC (Fig. 6, D). Por ultimo, se
ha podido evidenciar el cuerpo celular serotoninérgico y sus gruesos procesos

celulares discurriendo hacia el asta ventral (Fig. 6, F).
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Figura 6. Inmunomarcado para serotonina en médula espinal de tortugas lesionadas
30dpl. Cuadro de los distintos tipos de células y procesos 5Ht+. A, B, Cy E_ Células 5-HT+
con proceso apical en contacto con el CC. D_ Célula 5-HT+ con proceso apical hacia el CC, el
cuerpo celular se orienta hacia el asta ventral. F_ Células y fibras 5-HT+ que discurren
hacia el asta ventral. El asterisco en el esquema muestra la localizacién de estas células en
la seccion de médula espinal lumbar. Escala A, By D= 20um; Cy F= 50um; E= 10um.
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Cuantificacion de las células 5-HT+ en la medula espinal de tortugas LF y
lesionadas

Realizamos la cuantificacion de células serotoninérgicas en secciones de la médula

espinal de tortugas lesionadas y tortugas control.

En los segmentos del ensanchamiento lumbar constatamos un aumento de células
positivas a la serotonina (5-HT+) en las tortugas lesionadas 30dpl. Esto est4 en linea
con los resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio. Encontramos una
tendencia al aumento en el nimero de células 5-HT+ en los grupos de tortugas
lesionadas 30dpl (promedio de 69 * 36 células 5-HT+ en 10 secciones) y 10dpl
(promedio de 57 + 24 células 5-HT+ en 10 secciones), respecto a las LF (promedio de
20 = 11 células 5-HT+ en 10 secciones) (Figura 7). Se aplico el test estadistico “U” de
Mann-Whitney donde se constaté una diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo de lesionadas L30dpl y LF (Figura 8, p=0,029). Por otro lado, se observé que
el grupo de lesionadas 30dpl estaria sugiriendo un mayor nimero de células marcadas
para la serotonina que el grupo 10dpl, pero esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

104 - T
91 4

78

Celulas serotoninérgicas
(promedio del total de células en 10 cortes)

Figura 7. Grafica del promedio del total de células 5-HT+ en 10 secciones a nivel del
ensanchamiento lumbar. Se grafican a los distintos tiempos de sobrevida.
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Figura 8. Grafica del promedio del total de células 5-HT+ cada 10 secciones a nivel del
ensanchamiento lumbar. La diferencia entre el grupo L30dpl y el grupo LF muestra ser
estadisticamente significativa (*: p<0,05). Rango: perc. 75,25 , Mediana.
Referencias:m promedio, — valor maximo, — valor minimo, A percentil 99, A percentil 1.

Evaluacion de la neurogénesis de células 5-HT+ luego de la lesion

En estudios previos de nuestro grupo, el empleo de del marcador de sintesis celular
bromodeoxiuridina (BrdU) mostré un aumento de células BrdU+ en la regién del
epicentro de la lesion de la médula espinal, encontrandose una concentracién mayor
de células BrdU+ alrededor del CC (Rehermann et al. 2011). Esta diferencia con
respecto al nimero de nucleos BrdU+ encontrados en tortugas LF mostraba disminuir
a medida que se estudiaban regiones mas distantes al epicentro, como ser a nivel
cefalico 6 lumbar (Rehermann et al. 2011). Para evaluar la posibilidad de que las
nuevas células serotoninergicas fueran generadas en este nicho neurogénico, nos
propusimos realizar una doble marcaciéon de serotonina y BrdU. Se realizaron dos

protocolos de inyeccion de BrdU in vivo (ver materiales y métodos).
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Figura 9. Inmunohistoquimica para BrdU. Se

ven dos nicleos BrdU+ muy préximos entre si,
dando idea de un posible evento de divisién
nuclear. Uno de los ntcleos se encuentra en
contacto con el CC. Seccién del ensanchamiento
lumbar de tortuga lesionada 30dp], protocolo de

inyeccion de BrdU segundo grupo. Escala=10um.

La inmunohistoquimica revelé la presencia de células 5-HT+ y nucleos BrdU+ (Figura
10 y Figura 11), pero no se evidencié ninguna célula doble marcada (Figura 10 y

Figura 11).

Figura 10. Inmunomarcado para BrdU y 5-HT. A1-A3_No se ven células doble marcadas.
B1-B3_Se muestran nucleos BrdU+ y una célula 5-HT+, ambas sefiales no co-localizan.
Secciones del ensanchamiento lumbar de tortugas lesionadas fijadas a los 30 dias post-
lesion. Escala: A1-A3 y B1-B3= 20um.

Esto nos indica que las células 5-HT+ no se encontraron en fase de sintesis de ADN y
por tanto no se generaron producto de la divisién de células progenitoras. Se pudieron
evidenciar nucleos BrdU+ muy proximos entre si, probablemente resultado de una

division celular (Figura 9).
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Figura 11. Inmunomarcado para BrdU y 5-HT. A1-A3_Region centrada en el CC. Se ven
células 5-HT (A1, B1), y nucleos BrdU+ (A2, B2), pero no se ven células doble marcadas.
B1-B3_Region fuera del CC, como se muestra en el esquema en B1. Secciones del
ensanchamiento lumbar de tortugas lesionadas fijadas a los 30 dias post-lesion. Escala:
A1-A3 y B1-B3=10um.

Cuantificamos el nimero de células BrdU+ préximas al CC. En un primer momento se
analizaron los datos obtenidos en tortugas lesionadas, inyectadas durante la primera
semana posterior a la lesion, y perfundidas pasados 30 dias de realizada dicha lesion
(30dpl *1); y se compararon con los datos de tortugas LF con el mismo protocolo (LF
*1). Se encontr6 un aumento aparente de nucleos Brdu+ en tortugas LF *1 (9 £ 3
nucleos BrdU+) respecto a tortugas 30 dpl *1 (11 + 5 nudcleos BrdU+) (Figura 12_A). Lo
mismo sucedi6 al estudiar los datos procesados de tortugas inyectadas durante la
segunda semana posterior a la lesion, y perfundidas a los 30 dias de realizada la lesion
(30dpl *2) (11 £ 4 nudcleos BrdU+); y compararlos con los datos de tortugas LF con el
mismo protocolo (LF *2) (13 = 6 nucleos BrdU+) (Figura 12_B).
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Figural2. A_ Promedio del nimero total de nucleos BrdU positivos sumados en cinco
secciones de 70pm, de la médula espinal de tortugas LF y L30dpl a las que se le inyectd
BrdU en la primer semana (*1). B_ Promedio del nimero total de nicleos BrdU+ en cinco
secciones de 70um, de la médula espinal de tortugas LF y L30dpl a las que se le aplicaron
las inyecciones de BrdU en la segunda semana (*2).

La cuantificacion de células BrdU+ no mostré una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo de lesionadas y el grupo LF, asi como tampoco entre los
grupos con distinto protocolo de inyecciéon de BrdU. Por este motivo, se resolvid
trabajar con un pool de tortugas lesionadas 30dpl, sin tomar en cuenta el protocolo de

BrdU utilizado; y con un pool de tortugas LF de igual manera (Tabla 1).

BrdU
Promedio Desvio
LF 12 5
L30 dpl 10 4

Tabla 1. Promedio y desvio estandar del nimero de nucleos BrdU+ por seccion,
diferenciando el grupo de lesionadas L30dpl y el grupo LF, sin discriminar entre los dos
protocolos de inyeccién de BrdU.
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Co-localizacion de serotonina con marcadores de linaje neuronal

Mediante un nuevo experimento se buscé determinar si las nuevas células
serotoninérgicas son de naturaleza glial 6 neuronal. Para confirmar la naturaleza
neuronal de las células serotoninergicas de las tortugas lesionadas 30dpl realizamos el
inmunomarcado con anticuerpos anti 5-HT y anti HuC/D, que es un marcador de
neuronal temprano. Este marcador se expresa tempranamente en la diferenciacion

neuronal y luego se mantiene en toda la vida de la neurona. Encontramos que 76 de 79

células 5-HT+ son positivas para el inmunomarcado con HuC/D (figura 13).

Figura 13_Inmunomarcado para HuC/D y 5-HT, secciones del ensanchamiento lumbar de
tortugas lesionadas fijadas a los 30 dias post-lesion. A1-A3_ Encontramos células 5-HT+
que no estan en contacto con el CC, se ve que son positivas para el marcador neuronal
HuC/D. B1-B3_ Ampliacion de célula en contacto con el CC, es una célula 5-HT+ y HuC/D+.
Escala A1-A3 y B1-B3= 10um.

Posteriormente se buscé determinar el linaje de las células serotoninérgicas
encontradas, por lo que se estudié la expresion de genes pro-neurales. El factor de
transcripcion Nkx6.1, como vimos previamente, participa en la diferenciaciéon de
neuronas serotoninérgicas, es por esto que se estudié su expresion en la médula

espinal de tortugas LF y lesionadas. Se realiz6 el doble inmunomarcado con anti-5-HT

y anti- Nkx6.1.
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Figura 14_Inmunomarcado para Nkx6.1 y 5-HT. Las flechas indican células 5-HT+(en
13_Ay C), se ve que son positivas para el marcador del factor de transcripcion Nkx6.1(en
13_By C). Secciones del ensanchamiento lumbar de tortugas lesionadas fijadas a los 30
dias post-lesion. Escala= 10um.

Encontramos ntcleos Nkx6.1+ rodeando el canal central, en la sustancia gris ventro-
medial y en las astas ventrales (Figura 14). Se encontré que la gran mayoria de las
células positivas para la serotonina co-localizaban el factor de transcripciéon Nkx6.1,
tanto en el grupo LF (20 de 21 células 5-HT+), como en el grupo de lesionadas 30dpl
(120 de 125 células 5-Ht+). Esto se vio tanto en tortugas LF asi como en las tortugas

lesionadas 30dpl.
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DISCUSION

Lesiones de la médula espinal: validacion del protocolo experimental

La evaluacion in vivo de la lesion permitié descartar del estudio a aquellos animales
que no fueron lesionados completamente. A modo de prueba, se analizé la médula
espinal de una tortuga que a los dias de realizada la lesién de la médula espinal
recuperod la movilidad de los miembro posteriores. La inmunohistoquimica para la
serotonina reveld un fenotipo mixto, con fibras tipo LF pero también alto namero de
células 5-HT, caracteristico de las tortugas lesionadas. Esto pone de manifiesto la

necesidad de realizar las pruebas in vivo para evitar errores en los datos utilizados.

Aumento de células serotoninérgicas en tortugas lesionadas

El objetivo de este trabajo fue estudiar la inervacion serotoninérgica en la médula
espinal lumbar frente a una lesién a nivel toracico. Estudios realizados en embriones
de rana probaron que existe una modulaciéon de los neurotransmisores expresados
que es dependiente de la actividad (Borodinsky et al. 2004). La lesién medular toracica
en la tortuga provocé una disminucién de las aferencias a nivel lumbar, lo que se
supone una baja en la actividad de los circuitos espinales. Siendo la serotonina un
neurotransmisor excitatorio, se espera que su expresion en algunos elementos del

circuito se vea aumentada en forma homeostatica.

En cuanto a la recuperacion de la locomocion, el 20% de las tortugas utilizadas
consiguieron recuperar la movilidad de al menos uno de los miembros posteriores 30
dias luego de ser lesionadas. Los porcentajes de recuperacién parcial obtenidos en los
trabajos previos publicados por el equipo de investigacion son de 45% considerando
tortugas con una sobrevida de entre 2 y 3 meses (Rehermann et al. 2009). La
diferencia seria consecuencia principalmente del tiempo de sobrevida de los animales.
Aquellos animales que no lograron ningun tipo de recuperaciéon funcional podria
deberse a una baja en la calidad de vida debido a la lesién. Sin embargo, incluso en
estos animales se da cierto grado de regeneracién celular, como ser disminucién del
numero de botones serotoninérgicos, y aumento en el numero de células

serotoninérgicas.
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Estudios en embriones de Xenopus plantean que los cambios actividad-dependiente
que modifican el nimero de neuronas serotoninérgicas conllevan a consecuencias
funcionales. Estos investigadores probaron que un aumento del nimero de células
serotoninérgicas (excitatorias) induce una disminucién de la duracion de los episodios
de nado, sugiriendo que la plasticidad del fenotipo de un neurotransmisor tiene
consecuencias funcionales a nivel comportamental (Demarque & Spitzer, 2010;

Spitzer, 1012).

Tomando esto en consideracion, el aumento de células serotoninérgicas a los 30 dias
de realizada la lesion medular en la tortuga podria estar influenciando en la actividad
de la red neuronal que regula la actividad motora de los miembros posteriores. Se
puede plantear como objetivo a futuro, estudiar la respuesta de las motoneuronas

ubicadas en la médula espinal lumbar de la tortuga luego de la lesion.

El aumento de células 5-HT+ en los segmentos del ensanchamiento lumbar de tortugas
lesionadas seria necesario para mantener el equilibrio homeostatico del sistema dada
la importancia del sistema serotoninérgico en la actividad locomotora. Como ya fue
descrito por otros autores, la serotonina cumple un rol protagénico en la modulacion
de los circuitos motores (Kiehn et al. 1992; Demarque & Spitzer, 2010; Craven et al.

2004).

La diferencia no significativa en el nimero de células 5-HT+ entre los grupos
Lesionadas 10dpl y 30dpl podria deberse a que el nimero de tortugas utilizado en
cada grupo no es lo suficientemente grande para distinguir diferencias. Encontramos
una tendencia al aumento en el nimero de células 5-HT+ ya a los 10 dias de realizada
la lesion, que es la ventana temporal mas temprana analizada. Como trabajo a futuro
seria interesante aumentar el numero de tortugas en cada grupo, asi como también
introducir un grupo intermedio de 20dpl, para estudiar con mayor resolucién los

cambios que ocurren a lo largo de un mes luego de una lesion.

Génesis y naturaleza de las nuevas células serotoninérgicas

Al analizar tanto los grupos de Lesionadas como el LF, no se encontr6 una diferencia

estadisticamente significativa en el nimero de nucleos BrdU+ préximos al canal
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central (CC) a nivel del ensanchamiento lumbar. A su vez, los distintos protocolos de
inyeccion de BrdU no mostraron una diferencia significativa en el nimero de células
estudiadas. Esto nos podria estar indicando que no hay un disparo en la proliferaciéon
celular a nivel lumbar, luego de la lesiéon de la medula espinal toracica en la ventana
temporal analizada. Estos resultados estan en consonancia con estudios previos que
muestran que el aumento de la proliferaciéon celular de la médula espinal esta
restringida al epicentro de la lesion (Rehermann et al. 2011), por lo que al estar el
ensanchamiento lumbar muy alejado del sitio de injuria, no se espera un cambio en la

proliferacién celular con respecto a las tortugas LF.

Dado que nunca observamos co-localizaciéon entre BrdU y 5-HT, concluimos que el
aumento de células serotoninérgicas en el ensanchamiento lumbar luego de la lesion

medular no se debe a un mecanismo de neurogénesis.

Al rechazar nuestra hipdtesis central, evaluamos la validez de nuestra hipotesis
alternativa, donde las nuevas neuronas serotoninérgicas serian producto de un

mecanismo de plasticidad neuronal de células pre-existentes.

Las células 5-HT+ que encontramos en el ensanchamiento lumbar son neuronas, ya
que expresan HuC/D, una proteina que se expresa tempranamente durante la
diferenciacién neuronal. Para complementar estos datos, podriamos realizar un
inmunomarcado para doblecortina (DCX), un marcador tipico de neuronas inmaduras,
con el fin de evaluar si el cambio fenotipico se produce en células con caracteristicas
de inmadurez. Experimentos no incluidos dentro de este trabajo, parecerian apoyar la
idea de que las células serotoninérgicas de la medula lumbar presentan caracteristicas

de inmadurez.

Co-localizacion de serotonina con Nkx6.1

En vertebrados las primeras células serotoninérgicas se originan en el romboencéfalo,
luego de las cuales se desarrollan neuronas 5-HT en regiones mas caudales del sistema
nervioso central que van a terminar por formar parte de la médula espinal. Se conoce
que la proteina Sonic Hedgehog (Shh) regula la expresion de factores de transcripcion
que generan el subtipo especifico de neuronas 5-HT en el romboencéfalo, pero no la
induccion de las neuronas 5-HT mas caudales (Craven et al. 2004). Shh estaria

induciendo la expresién de factores de transcripcién Gata 2 y Gata 3, necesarios para
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la diferenciacién de neuronas serotoninérgicas (Briscoe, 1999). Estos factores de
transcripcion determinan los tipos celulares en esa regiéon mediante la activacion de
las proteinas NKx6.1 y Nkx2.2, que son factores de transcripcién en la via de sintesis

de serotonina (Briscoe, 1999).

Respecto a la co-localizacién del factor de transcripcion Nkx6.1 con la serotonina
constatamos que se dio la expresion de ambos marcadores tanto en las tortugas
lesionadas como en las LF. Esto nos indica que no es un proceso exclusivo en respuesta
a un dafio o lesiéon medular, sino que existe un pool de neuronas que expresan el factor
de transcripcion embrionario independiente de la actividad del sistema. Nkx6.1 podria
estar implicado en la via de sefalizacion activada en la lesién, y que promueva la
producciéon del neurotransmisor serotonina. Para que se dé la activacion de la via de

sintesis de serotonina debe haber una sefial que indique el cambio.

Frente a esto es que nos planteamos dos hipdtesis posibles, por un lado, la sefal
podria ser iniciada por una baja en la actividad motora; otra posibilidad es que la sefial
sea una disminucion en la expresidon de receptores. Para testear la primera hipotesis
podriamos elaborar un protocolo experimental donde en lugar de realizar la lesiéon de
la médula espinal, introducimos un catéter con tetrodotoxina (TTX) resultando en la
pardlisis de los miembros posteriores. La toxina TTX es un veneno (procedente de
cierto pez globo del Pacifico) que bloquea el canal de Na+ sensible al voltaje,
produciendo una disminucién gradual en los potenciales de accién presindptico y
postsinaptico (Koester & Siegelbaum, 2000). Si es verdadera nuestra primera
hipotesis, esperamos obtener en los preparados histoldgicos imnumomarcados para la
serotonina, un fenotipo similar al de tortugas lesionadas.

Si deseamos testear nuestra segunda hipotesis, podriamos bloquear el receptor
candidato, simulando asi la lesion de la médula espinal. Posteriormente el uso de
drogas que favorezcan la asociacién con los receptores candidatos, que deberian ser

capaces de revertir el efecto en estas tortugas lesionadas.

Nkx2.2 es un factor de transcripcion que se expresa de forma transitoria en
precursores de neuronas serotoninérgicas. En el romboencefalo Xenopus se ha
descrito que los niveles del factor de transcripcion Nxk2.2 no dependen de la actividad

de descarga del sistema, siendo en este caso detectado de forma constante en los
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preparados (Demarque & Spitzer, 2010). Estudios preliminares de nuestro laboratorio
indicarian que las células serotoninérgicas no expresan este factor de transcripcion.
Esto podria deberse a que al ser un factor que se expresa de forma transitoria en el
desarrollo, pudo haberse presentado en etapas mas tempranas y no encontrarse una
vez que la célula ya se diferenci6. Para evaluar esta posibilidad es necesario estudiar
mas detalladamente la expresion de Nkx2.2 en el ensanchamiento lumbar de tortugas

L30dpl, y a tiempos mas cortos luego de una lesion espinal.

Marcado de células con anticuerpo anti-TPH

Por otra parte, en futuros estudios seria util realizar un inmunomarcado de células en
el ensanchamiento lumbar empleando el anticuerpo anti-TPH (tryptofan hidroxilasa)
como marcador de células serotoninérgicas ya que algunos autores discuten que hay
células capaces de recapturar y acumular serotonina presente en el medio, pero que
no la producen. Estas células podrian estar dando resultados no validos en nuestro

trabajo, ya que si fuera asi no estariamos trabajando con células 5-HT+ “bonafide”.

Rehabilitacion motora

Basandose en el modelo de control tripartito y CGP’s en lesiones medulares,
mencionados en la introduccién de este trabajo, un grupo de investigadores estudi6 la
neuroplasticidad endégena de la médula espinal producto de la intervencién exégena
por rehabilitaciéon. Este grupo parte de la base que hay un circuito espinal intacto por
debajo del sitio de la lesién que puede ser reforzado luego de la lesién para lograr que
mantengan su funcion, favoreciendo las interacciones en la reorganizacion de los
tractos descendentes (Rossignol et al. 2007). Mediante el entrenamiento en una cinta
automatica Rossignol et al. (2007) lograron una mejor recuperacion de la locomocion
en gatos espinalizados. Como posible experimento a futuro, podriamos probar mover
los miembros posteriores de las tortugas lesionadas a modo de tratamiento de
rehabilitacion. Por un lado seria importante ver si efectivamente se da una reducciéon
en el tiempo necesario para que recuperen la movilidad de miembros posteriores, y
por otro lado estudiar si hay una interaccién con el sistema serotoninérgico. Un
posible protocolo de experimentacién deberia de incluir sesiones diarias donde se

muevan activamente los miembros posteriores de la tortuga durante un periodo de 30
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dias, cuando se evaluaria in vivo la recuperacién motora. Posteriormente se
procederia a la perfusion del animal y estudio de las fibras y células serotoninérgicas

mediante inmunohistoquimica.

Conclusiones finales

Los resultados del presente trabajo demuestran que hay efectivamente un aumento
significativo de células serotoninérgicas en el ensanchamiento lumbar de tortugas que
fueron sometidas a una lesién medular toracica. Este aumento en la cantidad de
células serotoninérgicas no se debe a un mecanismo de neurogénesis, segin los
resultados obtenidos utilizando el marcador de proliferacion celular BrdU. Es por esto
que estudiamos nuestra hipotesis alternativa, la cual plantea que el aumento de
células serotoninérgicas se debe a un proceso de cambio fenotipico de células que ya
estaban presentes. Probamos mediante inmunohistoquimica que estas células son
neuronas ya que todas ellas expresan el marcador HuC/D. A su vez, pudimos
identificar al factor de transcripcién Nkx6.1 como modulador de la via serotoninérgica.
La accion del Nkx6.1 estaria vinculada a la activacién de la via de sintesis de
serotonina como mecanismo potencialmente compensatorio frente a la lesiéon de la
médula espinal. A futuro podriamos realizar nuevos experimentos para continuar
dilucidando los mecanismos celulares involucrados en la recuperaciéon funcional que

se da en la tortuga luego de una lesién medular.
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