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RESUMEN

El Sistema Nervioso de los mamiferos se ha dividido en 3 partes, por un lado se
encuentra el Sistema Nervioso Central (SNC), constituido por el cerebro y la médula
espinal, por otro el Sistema Nervioso Periférico (SNP), compuesto por nervios y
ganglios periféricos, y finalmente por el Sistema Nervioso Autonomo (SNA). Los
estimulos externos son percibidos por los receptores sensoriales, quienes los
transducen a potenciales de accion, mismos que son transmitidos por las fibras
aferentes hacia la médula espinal y a su vez hacia la corteza cerebral, en donde son
integrados y procesados, dando lugar a respuestas conductuales y/o fisiolégicas,
de acuerdo al tipo y magnitud del estimulo. Cabe mencionar que el grado de
comunicaciéon entre el SNP y el SNC depende en gran medida de que las vias
aferentes periféricas que llegan a la médula espinal a través de las raices dorsales,
asi como de aquellas que ascienden de la médula espinal hacia el cerebro (por las
columnas dorsales), presenten caracteristicas histolégicas y funcionales bien
definidas. Por lo que el presente estudio tiene como objetivo el establecer las
caracteristicas histolégicas (diametro y grosor de la mielina) y electrofisiolégicas
(potencial de acciéon compuesto; PAC) de los grupos de axones (mielinizados)
presentes en las raices dorsales y en las columnas dorsales de la médula espinal
de la rata.

Nuestros resultados muestran que los axones mielinizados de las columnas
dorsales de la médula espinal poseen un diametro relativamente homogéneo (con
poca dispersién), pero menor grado de mielinizacion que los axones presentes en
las raices dorsales, en donde al parecer se encuentran dos poblaciones de axones
de distinto diametro y con diferente grosor de mielina, teniendo la poblacion de
axones de mayor diametro un mayor grosor de mielina, mientras que la poblacion
mas fina, menor grosor de mielina.

Por otra parte, el potencial de accién compuesto generado en las columnas dorsales
muestra dos componentes, uno con bajo umbral de activacién, latencia de aparicion
breve, poca duracién y de gran amplitud, mientras que el segundo componente, a
pesar de que presenta un umbral de activacion semejante al del primer componente,
muestra mayor latencia de aparicion, mayor duracion y es de menor amplitud. En
cambio, en las raices dorsales se genera un PAC que contiene un solo componente,
de bajo umbral de activacion, de latencia y duracion breves y de gran amplitud.

De nuestros resultados podemos concluir que las raices dorsales contienen axones
aferentes mielinizados de bajo umbral de activacion y de latencia de activacion
breve, cuyo PAC corresponde a la activacion de una poblacion de axones aferentes
de origen cutaneo (grupos A alfa o beta) y muscular (grupo I). En cambio, los axones
presentes en las columnas dorsales de la médula espinal, a pesar de presentar
caracteristicas histologicas homogéneas, su PAC presenta dos componentes, los
cuales al parecer resultan de la activacion de dos grupos de axones con
caracteristicas electrofisiologicas diferentes.



ABSTRACT

The Nervous System of mammals has been divided into 3 parts, on one hand is the
Central Nervous System (CNS), made up of the brain and spinal cord, and on the
other the Peripheral Nervous System (PNS), made up of nerves and ganglia and
finally by the Autonomic Nervous System (ANS). External stimuli are perceived by
sensory receptors, who transduce them into action potentials, which are transmitted
by afferent fibers to the spinal cord and turn into the cerebral cortex, where they are
integrated and processed, giving rise to behavioral and/or physiological responses.,
according to the type and magnitude of the stimulus. It should be mentioned that the
degree of communication between the PNS and the CNS depends to a large extent
on the peripheral afferent pathways that reach the spinal cord through the dorsal
roots, as well as those that ascend from the spinal cord to the brain (by the dorsal
columns). Therefore, the present study aims to establish the histological (diameter
and thickness of myelin) and electrophysiological (compound action potential; CAP)
characteristics of the groups of (myelinated) axons present in the dorsal roots and in
the dorsal columns of the rat spinal cord.

Our results show that the myelinated axons of the dorsal columns of the spinal cord
have a relatively homogeneous diameter (with little scattering), but a lower degree
of myelination than the axons present in the dorsal roots, where two populations of
axons appear to be found with different diameter and different thickness of myelin,
the population of axons with the largest diameter having a greater thickness of
myelin, while the thinnest population, less thickness of myelin.

On the other hand, the compound action potential generated in the dorsal columns
shows two components, one with a low activation threshold, short onset latency,
short duration, and high amplitude, while the second component, despite having a
low threshold activation like that of the first component, it shows greater onset
latency, longer duration, and is of lesser amplitude. In contrast, a PAC containing a
single component, with a low activation threshold, short latency and duration, and
high amplitude is generated in the dorsal roots.

From our results we can conclude that the dorsal roots contain myelinated afferent
axons with a low activation threshold and a short activation latency, whose PAC
corresponds to the activation of a population of afferent axons of cutaneous origin
(Aalpha or beta groups) and muscle origin (I group). In contrast, the axons present
in the dorsal columns of the spinal cord, despite presenting homogeneous
histological characteristics, their PAC presents two components, which apparently
result from the activation of two groups of axons with different electrophysiological
characteristics.



Introduccién

La percepcion del entorno externo e interno de los animales se lleva a
cabo mediante la activacién de receptores sensoriales exteroceptivos
(por ejemplo: al tacto, presion, temperatura, pilosos, entre otros,
localizados principalmente en la piel) y propioceptivos (por ejemplo,
husos musculares y érganos tendinosos de Golgi, localizados en los
muasculos esqueléticos) los cuales transfieren los estimulos
ambientales, de una modalidad en particular, a potenciales de accion
gue se transmiten por los axones nerviosos periféricos hacia la médula
espinal y el encéfalo, en donde activan vias, circuitos y/o redes
neuronales que reciben e integran la informacion sensorial y elaboran
la respuesta o conducta del animal, ello de acuerdo al tipo de estimulo

sensorial percibido (Boron, 2017).

Entre los receptores cutaneos, se incluyen a los corpusculos de
Meissner y los foliculos pilosos, quienes participan en la mecano-
recepcion del tacto fino y la discriminacion entre dos puntos. También
se encuentran los corpusculos de Pacini, los cuales se encargan de
discriminar la presion profunda y la vibracion cutanea. Asi mismo, se
presentan receptores de temperatura (frio o calor), asi como otros

receptores que perciben distintos tipos de estimulos ambientales
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(Abraira y Ginty, 2013). Por otra parte, en el sentido de propiocepcion
definido como “percepcion inconsciente de los movimientos y de la
posicion del cuerpo, independiente de la vision” (Rae, 2022), participan
los husos musculares y los 6rganos tendinosos de Golgi, que en
conjunto, son denominados propioceptores y que son activados por
cambios en la longitud muscular o el desarrollo de fuerza durante una
contraccion muscular, respectivamente, participando en el control motor
fino y en la informacion transmitida sobre la posicién axial del individuo

respecto al espacio (Campero, 2018).

De acuerdo con la intensidad del estimulo que reciben, los receptores
sensoriales pueden generar patrones de potenciales de accion, que
constituyen “codigos de frecuencia”, siendo éstos considerados como la
informacion sensorial que se transmite a lo largo de los axones o fibras
nerviosas aferentes contenidas en los nervios periféricos, los que
alcanzan la médula espinal a través de las raices dorsales (ver mas

adelante).

En un corte transversal, la médula espinal exhibe dos zonas claramente
diferenciadas estructuralmente entre si, una de ellas es la Substancia
gris, la cual contiene primordialmente cuerpos neuronales y glia

(astroglia, microglia y oligodendroglia) y se divide en dos columnas
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laterales, separadas por la comisura intermedia que contiene el
conducto del epéndimo en la parte media, confiriéendole una forma de
“mariposa”’. A su vez, la substancia gris se subdivide en astas anteriores
y astas posteriores (también denominadas cuernos dorsales y
ventrales, respectivamente) y la zona intermedia (Carpenter, 1992). En
cambio, la substancia blanca rodea a la substancia gris y se divide en 3
segmentos: anterior o dorsal, posterior o ventral y las laterales, en
donde se encuentran axones aferentes y tractos ascendentes y
descendentes, en regiones particulares de la Substancia blanca (Barret,

et al., 2013) (Figura 1).

Rat Key
Ascending tracts

Bl Dorsal columns
. B Spinothalamic

-+ B Spinocerebellar

Descending tracts
! Corticospinal
B Rubrospinal
B Reticulospinal

Vestibulospinal
Raphespinal

Figura 1. Diagrama de los tractos ascendentes y descendentes de la
meédula espinal de la rata.



Longitudinalmente, la médula espinal se divide en 5 secciones: cervical,
toracica, lumbar, sacra y coccigea, las que a su vez se subdividen en
segmentos. En la rata, cada segmento espinal presenta pares de
nervios espinales o raices dorsales y ventrales: 8 pares cervicales, 12
toracicos, 6 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo, las cuales surgen del canal
vertebral a través de los foramenes intervertebrales (Konig y Liebich,
2011). Las raices dorsales o posteriores estan conformadas por axones
o fibras nerviosas aferentes, cutaneas y musculares, cuyo soma se
localiza en los ganglios espinales (Hill, 2012) mientras que los axones
de las raices ventrales surgen de las motoneuronas espinales y

proyectan a los musculos periféricos a traves de los nervios motores.

Al ingresar a la médula espinal, las fibras aferentes se bifurcan en dos
ramas principales, una de ellas se introduce al funiculo dorsal de la
Substancia blanca, constituyendo los fasciculos Cuneatus y Gracilis,
también conocidos como columnas dorsales (Hill, 2012), en donde se
dividen en una rama secundaria rostral y otra caudal (Figura 2). Larama
caudal tiene una longitud relativamente corta (se extiende a solo dos o
tres segmentos caudales; Smith y Bennett, 1987), mientras que la rama
rostral se extiende hasta alcanzar la regién ventro-posterior lateral del

talamo (Afifi y Bergman, 2021), en donde hacen contacto sinaptico con



neuronas de segundo orden, cuyos axones proyectan a la corteza
somatosensorial primaria del cerebro, en donde activan columnas de
neuronas corticales, asi como vias, circuitos o redes neuronales que
procesan la informacidén sensorial y elaboran la o las respuestas o
conductas motoras que sean apropiadas al tipo de estimulo sensorial

gue percibe el animal (Boron, 2017) (Figura 2).

Por otro lado, la segunda rama de los axones aferentes, ingresa a la
substancia gris de la médula espinal en donde realiza contactos
sinapticos en regiones del cuerno dorsal o de la parte media de la
substancia gris, con neuronas de primer orden, también conocidas
como interneuronas. En el caso de las aferentes de origen muscular,
éstas hacen sinapsis con interneuronas (en la region media de la
médula espinal) y con neuronas motoras (motoneuronas) localizadas en
el cuerno ventral de la médula espinal. La accién sinaptica de las fibras
aferentes a su vez, activa circuitos o grupos neuronales que generan
patrones de respuesta estereotipados a los estimulos sensoriales, o
generan cambios en la postura o en el movimiento de los animales

(Thirumalai y Jha, 2022) (Figura 2).
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Figura 2. Trayectoria de los axones aferentes desde la médula espinal

hasta el talamo.

Potencial de acciéon compuesto (PAC)

A principios del siglo pasado, Erlanger y Gasser (1924) fueron capaces
de registrar el potencial de accion de un nervio periférico y como éste
cambiaba de amplitud a medida que se incrementaba la intensidad del

estimulo eléctrico que lo generaba. Tal observacion condujo a que se
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determinaran las propiedades electrofisiol6gicas de los tipos de axones
presentes en los nervios, en donde la velocidad de conduccion del
potencial de accién depende del didmetro, asi como del grado de
mielinizacion del axon nervioso, permitiendo de tal manera construir una
clasificacion de las fibras nerviosas en los nervios sensoriales y/o

motores, la cual que se muestra en la siguiente tabla:

Tipo de Diametro Velocidad Tipo de receptor del que se

axon | (micrometros) de originan
conduccion
(m/s)
Aa () 13-22 70-120 |Husos musculares, 6rganos

tendinosos de Golgi, tacto.

AB (I 8-13 40-70 Tacto, husos musculares.

Ay (1) 4-8 15-40 Tacto, presion.

Ad (I11) 1-4 5-15 Dolor, tacto, presion,
temperatura.

B (IV) 1-3 3-14 Receptores preganglionares.

C (IV) 0.1-1 0.2-2 Dolor, tacto, presion profunda,
temperatura.

Tabla 1. Caracteristicas de los tipos de fibras aferentes primarias
presentes en los nervios periféricos (entre paréntesis se indica la
nomenclatura de los tipos de axones de receptores de origen muscular)
. Modificada de Ganong, Fisiologia Médica, Edicion 24, Ed. McGraw Hill
Interamericana.
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El registro del PAC en los nervios periféricos ha sido utilizado para la
caracterizacion de las propiedades electrofisiologicas de la poblacién de
axones mielinizados y poco 0 no mielinizados, presentes en los mismos,
ante una amplia gama de condiciones experimentales o de variadas

enfermedades neuroldgicas (Melo, et al. 2022).

Conviene seinalar que el PAC es la respuesta sincronizada de la
poblacion de axones presentes en los nervios periféricos o en los tractos
ascendentes o descendentes de la médula espinal y se produce por la
aplicacion de pulsos eléctricos de corta duracion (0.5 ms) y de
intensidad variable. Dependiendo de la intensidad del estimulo, se
pueden activar distintos grupos de axones en los nervios periféricos de
origen cutaneo, partiendo de los mas excitables (de bajo umbral de
activacion, entre 1 y 5 veces el umbral de activacion de las fibras mas
excitables) que corresponderian a los axones de mayor diametro
transversal, mielinizados y velocidad de conduccion alta (Aa 'y AB; Tabla
1; componente A en la Figura 3A) y que transmiten informacion
sensorial no nociva, hasta los menos excitables (Ad y C; Tabla 1;
componente C en la Fig. 3), los cuales corresponden a axones de gran
umbral de activacion, menor diametro transversal, poco 0 no

mielinizadas y de velocidad de conduccion lenta, que llevan informacion
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de estimulos nocivos. Entre los parametros que caracterizan a los PAC
se encuentran los siguientes: 1) Amplitud y area, los cuales son
representativos del numero de axones excitados por el estimulo
eléctrico, ante una intensidad determinada del estimulo. Tanto la
amplitud como el area aumentan de magnitud a medida que se
incrementa la intensidad del estimulo. Cabe sefialar que a medida que
se incrementa la intensidad del estimulo aplicado pueden aparecer
varios componentes en el registro del PAC, los cuales podrian
corresponder a la activacion de distintos grupos de axones de mayor
umbral y menor velocidad de conduccion (ver Figura 3B). 2) Latencia de
inicio y al pico del PAC, es el tiempo que tarda en registrarse el inicio
del potencial de accion compuesto desde el sitio donde se aplico el
estimulo eléctrico y la latencia al pico hace referencia al tiempo en que
se alcanza la maxima amplitud del PAC y que corresponderia al tiempo
promedio de activacién de los axones en el nervio (Parker, 2018). 3)
Duracion del PAC. Este parametro es considerado como un indice del
grado de sincronia de la activacion del conjunto de axones en los

nervios aferentes.
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Componente A Componente A

(axones con mielina) (axones con mielina)
A B Componente C
(axones con poca mielina)
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Figura 3. Componentes del potencial de accion compuesto del nervio
cutaneo sural (SU) evocados por dos intensidades de estimulacion
eléctrica: A) 2 veces umbral (2xU) y B) 30xU. Note la diferencia en la
latencia de aparicion y la amplitud de ambos componentes del PAC
(Segura et al., 2001).

A pesar del amplio uso de nervios periféricos para la caracterizacion del
PAC, existen muy pocos reportes experimentales en los que se analicen
las caracteristicas electrofisioldgicas e histolégicas de la poblacién de
axones presentes en las columnas dorsales de la médula espinal.
Velumian y colaboradores (2011, 2013), mediante el uso de una camara
de registro con brecha de sacarosa y con distintas maniobras

experimentales (por ejemplo, disminuyendo la temperatura del liquido
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cefaloraquideo artificial en el bafio) demuestran que el PAC de toda la
médula espinal o de cuadrantes de ella, presenta dos componentes de
distinto umbral de activacion y diferente latencia de aparicion (Figura 4),
los cuales evidencian la activaciéon de distintos grupos de axones
nerviosos con caracteristicas electrofisiologicas diferentes (latencia,
duracion, velocidad de conduccion y amplitud), y que posiblemente
correspondan a la activacion de axones de tractos ascendentes como
descendentes, 0 de axones de neuronas propio-espinales (Velumian et

al., 2011).

A B
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0.4 0.8 1.2 1.6

Figura 4. EI PAC espinal presenta dos componentes de distinta latencia,
los cuales evidencian la activacion de grupos de axones nerviosos,
posiblemente de tractos ascendentes como descendentes, con

velocidades de conduccion diferentes (Velumian et al., 2011).
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Glia mielinizante.

Para que la propagacion de la informacion sensorial no nociva de la
periferia a regiones centrales del Sistema Nervioso pueda ser llevada a
cabo de manera eficiente es imprescindible que los axones nerviosos
sean capaces de transmitir apropiadamente los potenciales de accion,
tanto a nivel periférico como central. Para ello, es necesario que los
axones mantengan una estrecha relacion con las células gliales
mielinizantes (células de Schwann en el SNP y oligodendrocitos en el

SNC; Fontenas y Kucenas, 2018).

La funcion principal las células gliales mielinizantes es la de formar
capas o vainas de mielina alrededor de los axones, las cuales
proporcionan un mayor aislamiento eléctrico a la membrana axonal,
permitiendo que el potencial de accidn se propague de manera
saltatoria (de un nodo de Ranvier y otro). Lo anterior confiere a los
axones periféricos y centrales la propiedad de conducir con mayor
velocidad el potencial de accion. Aparte de lo anterior, las células gliales
mielinizantes proveen de soporte trofico a las neuronas, asi como
favorecen el crecimiento de los axones en periodos criticos del

desarrollo posnatal, remielinizan los axones que hayan sufrido algun
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proceso traumatico e inclusive secretan factores quimiotacticos

esenciales para la organizacion del SNP y SNC (Jessen y Mirsky, 2005).

Si bien, el SNP y el SNC poseen un gran porcentaje de axones
mielinizados, la mielinizacion de tales axones no es producto del mismo
tipo de glia mielinizante. A nivel periférico, las células de Schwann son
las encargadas de mielinizar los axones provenientes de los receptores
sensoriales, mientras que los oligodendrocitos mielinizan los axones de
los distintos tractos ascendentes y descendentes de la médula espinal.
Las células de Schwann tienen como origen embriologico la cresta
neural mientras que los oligodendrocitos surgen del tubo neural (Matoba
et al., 2017). Una diferencia notoria de la capa de mielina entre el SNP
y el SNC es el mecanismo con el que la glia mieliniza los axones, ya
gue los oligodendrocitos expanden mdltiples procesos de membrana y
envuelven varios segmentos axonales a la vez (Figura 5 B), mientras
que las células de Schwann envuelven a un solo segmento del axon
(Fontenas y Kucenas, 2018) (Figura 5A). Cabe sefalar que se
desconoce si ambas células gliales mielinizan de igual manera a los

axones periféricos o centrales.
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Figura 5. llustraciones esquematicas de la manera en que (A) las
células de Schawnn y (B) los oligodendrocitos, mielinizan los axones
periféricos y centrales, respectivamente (Fontenas y Kucenas, 2018.

Por otra parte, conviene mencionar que las células de Schwann y los
oligodendrocitos se encuentran segregados entre si, esto es, se
encuentran separados fisicamente por un tercer tipo de glia
mielinizante, denominada glia del punto de salida motora (cuyo nombre
en inglés es: “motor exit point glia”, MEP) la cual se localiza en el punto
de transicion de la entrada o salida de los axones aferentes sensoriales
y de los axones eferentes motores, respectivamente, cuya funcién
radica en segregar los componentes gliales periféricos y centrales,
manteniendo la integridad y funcion de la zona de transicion del sistema

nervioso (Fontenas y Kucenas, 2018)(Figura 5).
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Sox10*/0lig2* OLs

spinal cord

Sox10*/0lig2
Foxd3* MEP glia

medial Z-STACK lateral

Figura 6. A) Diagrama que ilustra la disposicién de los distintos tipos de
células mielinizantes (células de Schwann -Sc-, Oligodendroglia -OL- y
del punto de salida motora -MEP-) en la region de salida de los axones
motores de la médula espinal. B) Diagrama que indica los marcadores
de mielina que permiten identificar los 3 tipos de glia mielinizante. C)
Microfotografia confocal mostrando los 3 tipos de glia mielinizante en la
médula espinal (de Fontenas y Kucenas, 2018).

El hecho de que los axones aferentes periféricos sean mielinizados por
las células de Schwann mientras que en la médula espinal lo sean por
células oligodendrogliales, abre la posibilidad de caracterizar las

caracteristicas histoldgicas y electrofisiolégicas de una poblacion de
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axones, tanto periféricos como centrales, que son mielinizados por dos

clases diferentes de células gliales mielinizantes.

G ratio

Es ampliamente aceptado que el grosor del envoltorio de mielina de los
axones mantiene una estrecha relacion lineal con el diametro de los
mismos axones, por lo que se ha establecido una proporcion
denominada G (“g ratio”), la cual es la relacion entre el diametro
transversal interno del axén y el didmetro del axén con la capa de
mielina (Figura 7). Por ejemplo, si el axdn es amielinico o tienen muy
poca mielina, el valor de la proporcion G tiende a ser 1, mientras que
los muy mielinizados su valor se encuentra entre 0.3 y 0.6. La
proporcion G Optima para los axones de nervios periféricos es de
alrededor de 0.6, mientras que en distintas regiones del SNC se
alcanzan valores entre 0.3 a 0.7 (Waxman y Bennett, 1972). Es
conveniente sefalar que en la actualidad se desconoce el valor de la
proporcion G para los axones de tractos ascendentes y descendentes,

localizados en la substancia blanca de la médula espinal.
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Diametro interno RI
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Diametro externo (2RO)

Figura 7. Proporcidon G. Relacién entre el diametro interno del axén con
respecto al diametro externo

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Se presentan diferencias en el grado de mielinizacion y el PAC de los
axones aferentes en las raices dorsales en comparacion con los axones

en las columnas dorsales?

HIPOTESIS.

Los axones de las raices dorsales poseen mayor diametro y
posiblemente mayor grado de mielinizacion que los axones de las
columnas dorsales, por lo que ambas estructuras presentan diferencias

en las caracteristicas del Potencial de Accién Compuesto (PAC).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas histologicas, asi como del PAC de las
columnas dorsales (SNC) y de las raices dorsales (SNP) de la médula

espinal en ratas macho de la cepa Wistar.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Registrar y evaluar el potencial de accion compuesto (amplitud,
duracion y area) de las columnas dorsales de las raices dorsales
de la médula espinal de ratas machos a los 90 dias de edad
posnatal.

2. Determinar las caracteristicas histoldégicas (diametro de los
axones y grosor de la mielina) de las columnas dorsales y de las

raices dorsales de ratas machos a los 90 dias de edad postnatal.

3. Determinar la proporcion G de los axones de las columnas
dorsales y de las raices dorsales de la médula espinal de la rata

macho.
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METODOS

Los animales experimentales dispuestos para este proyecto fueron 32
ratas macho de la cepa Wistar, criadas en el bioterio general del
CINVESTAV, IPN (UPEAL Protocolo 013-02). Todos los animales
fueron alojados en cajas de acrilico (50 x 30 x 20 cm) que permitieron
gue los animales tuvieran un espacio suficiente para cada una de ellas.
Las ratas se mantuvieron en un cuarto del area de experimentacion del
bioterio general, bajo condiciones de temperatura y humedad constante
(22 £ 2 °C y 40 £ 1%, respectivamente) y con un ciclo de luz/oscuridad
de 12h (con las luces encendidas a las 8:00h). Asimismo, a los animales
se les proveyo de alimento comercial (Formulab 5008; LabDiet,

Framingham, MA, USA) y agua ad libitum.

Para asegurar que los animales experimentales fueran lo mas
homogéneos posible (en peso y edad), se obtuvieron de la cruza de
ratas Wistar hembras primiparas en la fase de proestro tardio con
machos sexualmente expertos. Quince dias después del apareamiento,
cada hembra fue alojada en una caja de acrilico individual (43 x 53 x 20
cm) hasta el dia del parto. En el dia posnatal 7 (DPN7), las crias
resultantes sexadas y separadas para criar camadas de 8 machos cada

unay a partir de esa edad fueron pesadas semanalmente hasta el dia
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del experimento. Cada una de las crias en las camadas fue marcada
con un numero en la cola (1-8) con tinta indeleble, ello con el objetivo
de facilitar su identificacion al momento de obtener su peso y de medir
su talla (de la base de la cola a la nariz). A los 30 dias de nacidas, las
crias fueron destetadas y cada grupo de ellas fue alojada en cajas de

acrilico (43 x 53 x 20 cm) hasta el dia del experimento (DPN90) (Figura

8).
sexadoy .
conformacién de = Registro ﬂffﬂ PAC
- camadas = Preparacion de
Nacimiento (8 machos/camada) Destete muestras para histologia
|
|
DPNO DPN7 DPN30 DPN90

Figura 8. Diagrama del disefio experimental.

Diseccion de la Raiz dorsal L5y de las Columnas dorsales L5

Tanto la médula espinal completa (entre los segmentos Lumbar 3 a
Sacro 3 (L3-S3) como las raices dorsales, fueron extraidas de la rata
para la realizacion tanto de los registros electrofisiolégicos como del
analisis histolégico, mediante los procedimientos quirdrgicos que se

describen a continuacion:
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Diseccion de las raices dorsales.

Cada animal fue anestesiado por separado en un contenedor hermético,
en donde se le coloc6 un algodén con IsoSol (isoflurano, USP. Figura
8A). Posteriormente, mediante diseccion de los musculos
paravertebrales, se expusieron las vértebras lumbosacras (L3 a S2)y a
nivel lumbar, se les practicé una laminectomia bilateral para exponer el
canal espinal. Subsecuentemente y con pinzas de diseccion finas se
localizé la raiz L5, la cual se aisld y se extrajo una porcién de
aproximadamente 1.5 a 2 cm de longitud (Figura 9B), la cual fue
colocada en una caja de Petri con liquido cefalorraquideo artificial, para
después ser empleada para el registro electrofisiologico o bien, para el

analisis histoldgico de la misma (ver mas adelante).

Diseccion de la médula espinal completa

Al igual que en la diseccion de las raices dorsales, los animales fueron
primero anestesiados con IsoSol, ya en plano quirdrgico se les practico
una seccién a nivel cervical de la columna vertebral y otra a nivel sacro,
con la ayuda de una tijera fuerte. Inmediatamente después, se introdujo
en el orificio del canal espinal caudal un tubo de latex, conectado a una

jeringa de 20 ml, que contenia liquido cefalorraquideo artificial (NaCl
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128 mM, KCI 3 mM, NaH2PO4 0.5 mM, MgS04 1 mM, NaHCO3 21 mM,
glucosa 30 mM, diluidos en agua desionizada) y mediante presion
negativa, provoco la expulsion de la médula espinal entre los segmentos
L3 a S1, la cual se depositd en una tapa de una caja de Petri
conteniendo liquido cefalorraquideo artificial a temperatura ambiente

(23-25 °C) (Figura 9C).

B .
Raices dorsales
Ve Va {-’”__,/
A C'_."‘ %
.'..\[-I\.'.‘Jttibili W
n= 7 ratas
4

Médula espinal completa

_=Dboobbp s

n=8 ratas

Isoflurano

Figura 9. Diagrama de los procedimientos quirdrgicos empleados para
la extraccion de la raiz dorsal del quinto segmento lumbar (L5) y de la
meédula espinal completa de la rata. (A) Anestesia, (B) Extraccion de la
raiz dorsal L5 y C) Extraccion de la médula espinal entera.
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Subsecuentemente, la médula espinal extraida fue preparada tanto
para el registro electrofisiolégico o para el analisis histoldgico de las

columnas dorsales.

Diseccion de las raices dorsales

Para obtener las raices dorsales, un grupo adicional de ratas (n=6)
fueron anestesiadas con IsoSol (isoflurano, USP) y se les realizé una
laminectomia bilateral para exponer la médula espinal. Posteriormente,
se identificaron y separaron las raices dorsales y soOlo se extrajo un
segmento de la raiz dorsal L5 (2 a 3 cm de longitud). Posteriormente,
los animales fueron sacrificados con una sobredosis de anestésico,
aunado a una dislocacion cervical (Figura 6C). Una vez extraida la raiz
dorsal, ésta fue colocada en una camara de registro y se utilizé el mismo
sistema de estimulacién y registro del PAC empleado para la médula

espinal, descrito previamente (véanse parrafos previos).

Reqistro electrofisioldqgico

Los segmentos toracico-lumbares de la médula espinal extraida o en su
caso, las raices dorsales disecadas, se colocaron en una camara de
registro llena de liquido cefalorraquideo artificial, mantenido a
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temperatura ambiente (23-25°C) (Figura 10). En el caso de la médula
espinal extraida, se disecaron entre 5 a 8 mm de las columnas dorsales
(conteniendo los fasciculos cuneiformes y gracilis), tanto del extremo
caudal como del rostral de la médula espinal extraida, mediante el uso
de tijeras de iris y pinzas de diseccion finas. Subsecuentemente, las
columnas dorsales caudales o la parte caudal de las raices dorsales, se
introdujeron mediante succion positiva (con ayuda de una jeringa de 5
ml) a un electrodo de succién de estimulacién, construido con un tubo
de plastico inerte, el cual contenia un par de alambres de plata
clorurados, uno en su interior y el otro, cubierto con una capa de material
aislante (excepto en la punta) enrollado en la parte externa del electrodo
(Figura 10A y B), los cuales se conectaron a un estimulador que genera
pulsos cuadrados de voltaje (0.5 ms de duracion, y con diferentes
intensidades de estimulacion; Digitimer Devices, DS2A) y éste a un
generador de pulsos (Digitimer Devices 3290) que controla la aplicacién
de los pulsos de estimulacion a una frecuencia de 1 HZ).

La intensidad de la corriente eléctrica del estimulo se determiné a partir
de la caida de voltaje a través de una resistencia de 1000Q situada en

la via de retorno del sistema de registro a tierra (Figura 10A).
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Por otro lado, para el registro del Potencial de Accion Compuesto (PAC)
de las columnas dorsales o de las raices dorsales, se utilizdé otro
electrodo de succion colocado en el extremo rostral de la médula
espinal, el cual contenia un alambre de plata clorurado en su interior y
otro, colocado en el bafio de la preparacién, que se utiliza como
electrodo de referencia. Ambos alambres fueron conectados a un
amplificador de bajo ruido y alta ganancia (Grass Instruments Mod. P11;
sin filtro de 60 Hz, con filtros pasa-altos a 0.3 Hz y pasa-bajos a 3 KHz)
y éste a un osciloscopio y en paralelo, la sefial fue digitalizada mediante
una tarjeta analogica-digital (National Instruments BNC 2090A) la cual
estaba conectada a una computadora personal, para el analisis
posterior de los registros electrofisiologicos (con frecuencia de captura
del registro a 10 KHz) mediante la utilizacion de un programa de
computacion, elaborado para ello en ambiente LabView, en nuestro

laboratorio.

La resistencia del sello generado entre la interfase nervio/electrodo fue
establecida en un rango de 8-10 mQ. Es importante mencionar que el
sello apropiado de los electrodos de succién con el tejido provoca una
reduccion notoria del ruido eléctrico, particularmente el de 60 Hz,

caracteristico del uso de equipo electrénico. En caso de que la
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resistencia del sello fuese menor al rango establecido y que se presente
un incremento notorio en el ruido eléctrico de fondo, los registros asi

obtenidos fueron descartados.

A Estimulador de P
voltaje constante
Computadora
- 3 de registro
:
Electrodo de Electrodo de

estimulacion registro

Amplificador de

Meédula espinal registro

o raiz dorsal

e _.
1000 @ Tierra del bafio

S~

. R

—

Figura 10. Diagrama del dispositivo de registro del PAC de las
columnas dorsales y de las raices dorsales de la médula espinal de la
rata.
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Histologia de las columnas vy raices dorsales

A un grupo adicional de animales (n=7) se les disec6 y extrajo un tramo
(4-5 mm de longitud) de las raices dorsales del segmento L5 de la
médula espinal. En otro grupo de ratas (n=7), se les extrajo una
pequefia seccion del segmento espinal para su posterior analisis
histol6gico. Para ello, las muestras de las raices dorsales y de las
columnas dorsales obtenidas fueron fijadas por inmersion en solucion
de Karnosky (glutaraldehido 1.25% / formaldehido 1.25% / acido picrico
0.03% / Buffer de cacodilato 0.15 M, pH 7.4) por 4 h a 4°C.
Posteriormente, las muestras de tejido fueron lavadas con el mismo
buffer y fijadas con tetradxido de osmio 1% buffer de cacodilato por 90
minutos a 4°C para posteriormente ser deshidratadas en una serie de
soluciones de etanol al 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,90%, 10 min
cada uno, tres veces a 100% por 10 min y dos veces en o6xido de
propileno por 10 min. Cada muestra fue preincubada en resina de 6xido
de propileno/epoxi 1:1 por 24 h, resina de 6xido de propileno / epoxi 1:2
por 24 h y finalmente incubada en resina epoxi Epon 812 a 60°C. Se
realizaron secciones transversales de 0.5 um de las muestras mediante

el uso de un ultra-microtomo (Ultracut Reichert-Jung, 65 11 01) y tefiidas
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con azul de toluidina y cubiertas con resina Entellan para su observacion

en microscopio de luz.

Una de las secciones transversales de las médulas espinales extraidas
y de la raiz dorsal L5 de cada animal fue elegida aleatoriamente y la
region correspondiente a la parte media de las columnas dorsales o de
la raiz dorsal fue fotografiada con una camara digital de alta definicion,
montada en un microscopio invertido (AxioCam MRc, Zeiss).
Posteriormente, mediante el uso del software Sigma Scan Pro (version
4.01, Systat Software) se midi6 el diametro transversal y el grosor de la
vaina de mielina de cada uno de los axones contenidos en la fotografia

obtenida (200-800 axones).

ANALISIS DE RESULTADOS

Registros electrofisiolégicos

Los PAC generados por la aplicacion de 16 pulsos consecutivos, con
cada una de las distintas intensidades empleadas (1.5, 3 y 5 veces
umbral; xU) a las raices dorsales o a las columnas dorsales fueron
registrados y promediados. A tales potenciales se les determind: a)
umbral de activacion; b) amplitud; c) area; c) duracién; d) latencia al

inicio y latencia al pico y se midio la longitud (en mm) del segmento de
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raiz dorsal o de médula espinal en las que se hicieron los registros para
calcular la velocidad de conduccion maxima (al inicio del PAC) y media
(al pico) del nervio. Los valores resultantes de todos los animales se
agruparony se les calcul6 el valor promedio (xEE). Las diferencias entre
los valores para los PAC registrados en las raices y las columnas

dorsales fueron determinadas mediante una prueba ANOVA simple.
Histologia:

Para el andlisis de las caracteristicas histoldgicas de los axones, se
midi6 el diametro y el grosor de la mielina de los axones que se
localizaban en los cortes histologicos (100x) de las raices y las
columnas dorsales de la médula espinal de la rata (Ver figuras 9 y 10).
Posteriormente, mediante el uso del software Sigma Scan Pro (version
4.01, Systat Software) se midio el diametro transversal del nervio, asi
como el grosor de la vaina de mielina (Gm), el diametro transversal (Da)
y el diametro total (Dt=Da+Gm) de cada uno de los axones contenidos
en las fotografias obtenidas (entre 200 y 800 axones). Asi mismo, se
calculd el valor de la proporcion G (G ratio= Da /Dt) de cada axon.
Subsecuentemente, todos los valores obtenidos para cada parametro
histolégico determinado fueron agrupados y se promediaron y se obtuvo

el valor del error estandar (xEE). Las diferencias entre las
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caracteristicas de los axones en las raices dorsales y en las columnas
dorsales de la médula espinal fueron analizadas mediante una prueba
ANOVA de una sola variable.

Debido a que las distribuciones del diametro transversal y del grosor de
la mielina de los axones en las raices dorsales no siguen una
distribucion binomial simple, sino una distribucién bimodal (con dos
picos; Ver seccion de Resultados; Figura 10), decidimos emplear un
analisis de pseudo-deconvolucion, desarrollado por nuestro grupo en un
estudio previo (Alvarez-Martinez et al., 2022). Tal andlisis asume que la
presencia de dos picos en la distribucion de frecuencia porcentual del
diametro del axdon o del grosor de la mielina sugiere la probable
existencia de dos subpoblaciones de axones, cada una de ellas
siguiendo una distribucién binomial independiente, esto es, se tiene una
Subpoblacion A (Subp A) de axones que presentan diametro pequefio
o de poco grosor de mielina y una Subpoblacion B (Subp B), consistente
de axones con mayor didmetro o grosor de mielina. Como segunda
instancia, consideramos que la distribucidon binomial de la Subp B se
encuentra superpuesta sobre la fase de descenso de la distribucion de
la Subp A. Para el analisis de pseudo-deconvolucion, llevamos a cabo

los siguientes pasos: En primer lugar, asumimos que la fase de ascenso
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de la distribucién de la Subp A es un reflejo especular de la fase de
descenso, por lo que seria posible “reconstruir’ la fase de descenso al
repetir los valores de la fase de ascenso del primer pico en la
distribucion porcentual, pero en orden inverso, de tal modo que se

obtendria una probable distribucién porcentual binomial de la Subp A

(Figura 10).
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Figura 10. Ejemplo del andlisis de pseudo-deconvolucion para la
distribucion de la frecuencia porcentual del grosor de la mielina. A)
Distribucidon cruda de los datos obtenidos por la medicion directa del
grosor de la mielina; B) Distribucion de las Subp A y Subp B obtenidas
después del analisis de pseudo-deconvolucién (ver texto)

Ahora bien, la suma de los valores de la frecuencia porcentual en la
distribucion de la Subp A corresponderia al porcentaje de axones que
presentan relativamente poco grosor de mielina o con pequeiio diametro
axonal, mientras que el porcentaje de axones con relativamente mayor

grosor de mielina o diametro axonal (Subp B) se puede calcular al restar
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el valor porcentual de la Subp A de la distribucion de frecuencia

porcentual total (Figura 10B).

RESULTADOS

Peso corporal.

Los valores promedio (xEE) del peso corporal de los animales
experimentales se indican en la grafica de la Figura 11. En esta grafica
se puede observar que los animales presentan un incremento de peso
gue sigue una funcion exponencial, semejante al reportado en otros
estudios (Cossio, et al., 2013; Alvarez-Martinez, et al 2022) y que

corresponde al crecimiento normal de los animales.

Peszo (Q)
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Figura 11. Grafica de los valores promedio (+ E.E.) del peso corporal
de las ratas macho experimentales obtenidas en distintas edades
posnatales (N = 32).

Caracteristicas histoldégicas de los axones aferentes en las raices

y cuernos dorsales de la médula espinal.

En la Figura 12 se muestran microfotografias representativas de los
cortes realizados a las columnas y raices dorsales del segmento lumbar
L5 de la médula espinal de la rata, tomadas con dos amplificaciones, la

primera a 10x (A, C) y la segunda a 100x (B, D), respectivamente.

Columnas dorsales
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Figura 12. Microfotografias representativas de un corte de la Columna
dorsal en L5 con distintas amplificaciones: (A) 10x y (B) 100x, y de una
raiz dorsal L5 a (C) 10x y (D) 100x, tefiidas con azul de Toluidina.

Al comparar ambas microfotografias, se puede apreciar que los axones
en el corte de la raiz dorsal presentan mayor diametro transversal y
grosor de la mielina que los axones en el corte de las columnas
dorsales, presentandose en esta Ultima una predominancia de axones
de pequefio didmetro.

Lo anterior se corrobora en las graficas Ay B de las Figura 13, las cuales
contienen las distribuciones de frecuencia de los valores porcentuales
del didametro de axones en las columnas dorsales de la médula espinal
(Ncoumnas=4789 axones) y en las raices dorsales de la rata (Nraices=2233
axones), respectivamente. Tal y como puede apreciarse en estas
graficas, los axones de las columnas dorsales (distribucion en rojo)
presentan menor didmetro y grosor de mielina, asi como menor
dispersion de valores, que los axones de las raices dorsales
(distribucion en azul). Lo cual se corrobora al obtener los valores
promedio del diametro axonal y el grosor de la mielina, los cuales son
mayores para los axones de las raices dorsales que para los axones de
las columnas dorsales (Figura 13 A; ANOVA simple, P<0.05 y P<0.05,

respectivamente).
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Figura 13. A) Distribucion porcentual del diametro transversal de
axones en columnas dorsales de la médula espinal y de las raices
dorsales. B) Distribucion porcentual del grosor de la mielina en axones
de las columnas dorsales de la médula espinal y de las raices dorsales.
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Figura 14. Graficas del valor promedio (xE.E.) del diametro transversal
(A) y del grosor de la mielina (B) de los axones de las raices dorsales y
de las columnas dorsales de la médula espinal de la rata. Los asteriscos
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indican la diferencia estadistica entre los grupos. ANOVA, Piametro<0.05
y Pgrosor<o.05

Por otra parte, el valor de la proporcibn G promedio es
significativamente mayor en los axones aferentes de las raices dorsales

gue en los axones aferentes de las columnas dorsales (Figura 15 B).

1.0

0.8

0.6

Proporcion G

0.2

Raices dorsales Columnas dorsales

Figura 15. Valores promedio de la Proporcion G determinada en axones
de las columnas dorsalles y de las raices dorsales de la médula espinal
de la rata.

Por otra parte, mediante el analisis de pseudo-deconvolucion descrito
en la seccion de Métodos, pudo establecerse que las distribuciones de

frecuencia porcentual del diametro y del grosor de la mielina en las
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raices dorsales presentan dos subpoblaciones (Figura 14 B y D), una
gue corresponde a axones de poco diametro y grosor de mielina y otra

a axones de mayor didmetro y grosor de mielina.
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Figura 16. A y C) Distribuciones porcentual del didmetro transversal y
del grosor de la mielina de axones en las Raices dorsales y en las
Columnas dorsales de la médula espinal. B y C) Desconvolucion de la
distribucion porcentual del diametro transversal y del grosor de la
mielina de los axones de las raices dorsales. Note que no se exhibe la
deconvolucion de la distribucidn de las columnas dorsales debido a que
en la distribucion original no se presentan dos picos.

En cambio, las columnas dorsales contienen axones cuyo diametro y
grosor de mielina siguen una distribucion de frecuencia porcentual con

un solo componente, el cual corresponde a axones de diametro y grosor
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de mielina relativamente pequefios. Debido a que las distribuciones
porcentuales del diametro y grosor y los axones no presentaban indicios

de un segundo pico, no se les aplicé el método de desconvolucién.
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Registros electrofisiolégicos.

La Figura 17 A y B muestra registros caracteristicos del potencial de
accion compuesto (PAC) generado en las columnas dorsales y de una
raiz dorsal en el segmento L5 de la médula espinal, respectivamente.
Por un lado, el PAC de las columnas dorsales presenta 2 componentes:
el primero con una latencia de aparicién y duracion breves, pero de gran
amplitud y area, en comparacion con un segundo componente de menor
amplitud, pero de mayor latencia y duraciéon (Figura 17A). En cambio,
los potenciales de raiz dorsal estan constituidos por un solo
componente, cuya amplitud y area son de similar magnitud, aunque de
similar latencia de aparicion y duracion que el primer componente del
PAC de las columnas dorsales (Figura 17B).

Los valores promedio (xEE) de la amplitud, area y duraciéon de los PAC
generados por estimulos de intensidad 1.5xU, 3xU y 5xU, registrados
en raices dorsales (n= 7) y columnas dorsales (n= 7) de la médula

espinal se grafican en la Figura 18.
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1ms

0.5 mV

1ms

Figura 17. A) PAC provocado por la estimulacion de las columnas
dorsales en el segmento L5 espinal, con una intensidad de 3xU. Inserto:
Microfotografia que ilustra la region de las columnas dorsales de la
médula espinal. B) PAC registrado en la raiz dorsal L5 (3xT) de la
médula espinal de la rata. Inserto: Esquema que ilustra de una raiz
dorsal.

Como puede observarse en las graficas Ay B de esta figura, los valores
promedio de la amplitud y area del PAC generado en las raices
dorsales, asi como las del primer componente del PAC provocado en
las columnas dorsales, incrementan gradualmente de magnitud a

medida que aumenta la intensidad del estimulo aplicado.
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Figura 18. A) Amplitud de los componentes del PAC registrados
obtenidos a 1.5x, 3x y 5x de la intensidad umbral del estimulo. B)
graficos correspondientes al area de los componentes del PAC
evaluados y respectivamente obtenidos a 1.5x, 3x y 5x el valor umbral.
C) Duraciéon variable en los componentes eléctricos evaluados y
obtenidos a 1.5x, 3x y 5x el valor umbral, respectivamente.
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A pesar de que el segundo componente del PAC generado en las
columnas dorsales incrementa de amplitud al aumentar la intensidad del
estimulo, éste es de considerable menor magnitud que el de los otros
potenciales analizados (Figura 18 A). En cambio, el area del segundo
componente del PAC de las columnas dorsales fue significativamente
mayor que el area de primer componente y del PAC de las raices
dorsales (Figura 18 B), ello se debe posiblemente a que el segundo
componente es de mayor duracion que el primer componente y el de las

raices dorsales (Figura 18 C).

Asi mismo, la amplitud del primer componente contra el segundo
componente del PAC registrado en las columnas dorsales presenta
diferencias significativas, al igual que con el PAC de las raices dorsales
(P<0.012; chi cuadrada y Kruskal-Wallis). Del mismo modo, el area y
duracién del segundo componente fue mayor que la del primer
componente y del PAC de las raices dorsales (Figura 18B y C. P<0.0391

y P<0.046; chi cuadrada y Kruskal-Wallis, respectivamente).
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Discusion

Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran que los axones
de las columnas dorsales de la médula espinal tienen un diametro
homogéneo, en su mayoria menor a ~40 um y alrededor de un 85% de
ellos, posee un grosor de la capa de mielina menor a 20 um. En cambio,
los axones de las raices dorsales tienen un amplio rango de diametros
transversales, los cuales van de ~3 ym a ~100 um y el grosor de la

mielina se encuentra entre 20y 40 uym.

El andlisis de pseudo-deconvolucion (Alvarez et al., 2022) utilizado en
la presente tesis muestra que las raices dorsales presentan dos
subpoblaciones de axones aferentes, cuyas caracteristicas
estructurales parecen ser distintas, ésto es, se presenta una
subpoblacién de mayor diametro y grosor de mielina, y otra de menor
diametro transversal y grosor de mielina. En cambio, las columnas
dorsales presentan solo una poblaciéon de axones, cuyo diametro y

grosor de mielina son relativamente homogéneos.

Por otro lado, el valor promedio de la proporcion G que se obtuvo en la
presente tesis para los axones de las raices dorsales fue de 0.58

(£0.04), valor semejante a lo reportado por otros investigadores en la
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literatura (Waxman y Bennett, 1972). En cambio, los axones de las
columnas dorsales presentaron un valor promedio de 0.47 (x0.03). En
este caso es necesario sefialar que en el Sistema Nervioso Central, los
valores de la proporcion G pueden ser diversos y dependen de un gran
namero de factores (Stikov N., et al., 2015). Por ejemplo, en algunos
axones nerviosos del humano, el diametro del axén alcanza su maximo
crecimiento a los cinco afnos de edad, pero el espesor de las capas de
mielina incrementa durante la nifiez, hasta sobrepasar la adolescencia,
lo que genera una disminucion gradual de la proporciéon G durante el

crecimiento (Schroder et al., 1988).

De acuerdo con nuestras observaciones, es factible afirmar que los
axones aferentes de las raices dorsales, a pesar de tener mayor
didmetro, tienen menor grado de mielinizacién que los axones presentes
en las columnas dorsales, las cuales tienen un menor diametro, pero
mayor grado de mielinizacion. La observacion de que los axones
aferentes de las raices dorsales presentan mayor diametro que los de
las columnas dorsales es comprensible si se considera que los axones
de estas ultimas son ramificaciones colaterales de los axones aferentes
periféricos que ingresan a la médula espinal, esto es, los axones

aferentes al ingresar a regiones dorsales del cuerno posterior, se
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dividen en dos ramificaciones: una de ellas penetra a la substancia
blanca en donde alcanza a hacer contacto sinaptico con células
internunciales o de segundo orden, mientras que la otra colateral
ingresa a las columnas dorsales, en donde proyecta a regiones

centrales o caudales de la médula espinal (Figura 18)(Brown A.,1981).

Rostral

Caudal

Figura 19. Proyeccion de un axén aferente proveniente de un receptor
sensorial cutaneo al ingresar a la médula espinal. Note la proyeccion
rostral y caudal de la fibra en las columnas dorsales. (Fyffe, 1985)

Por otra parte, dado que los axones del sistema nervioso periférico
(incluyendo a los de las raices dorsales) son mielinizados por las células
de Schwann y los axones del sistema nervioso central (columnas
dorsales) por los oligodendrocitos, la observacion de que los axones de

las raices dorsales presentan menor grado de mielinizacion que un
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porcentaje alto de los axones presentes en las columnas dorsales,
permite proponer que la células oligodendrogliales mielinizan en menor
proporcion que las células de Schwann. En este momento es importante
mencionar que las columnas dorsales en un segmento (en este caso el
segmento L5) pueden estar constituidas por axones provenientes de la
raiz dorsal del mismo segmento (L5) como por otros axones de raices
dorsales caudales o bien por axones de células internunciales que
envian sus proyecciones axonales por las columnas dorsales
(Nachum,2020). Esto es de interés, ya que esta condicién permite
analizar las propiedades de generacion y propagacion del potencial de
accion en segmentos centrales y perifericos de axones con distintos

grados de mielinizacion.

En cuanto a nuestros resultados electrofisiolégicos, podemos sefalar
que el potencial de accidbn compuesto en las columnas dorsales muestra
2 componentes, de distinta latencia de inicio y al pico, asi como de
amplitud y area que se presentan ante estimulos de intensidad creciente
(1.5xU, 3xU y 5xU). Tales componentes aumentan de amplitud y
latencia al pico a medida que se incrementa la intensidad del estimulo,
lo que permite establecer que se presenta un reclutamiento de axones

de mayor umbral en ambos componentes, que se van activando
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conforme se incrementa la intensidad del estimulo (Velumian et al.,

2011).

Dado que el primer componente del PAC generado en las columnas
dorsales presenta mayor amplitud, pero menor duracion que el segundo
componente, ello explica la razén de porqué el segundo componente
tiene mayor area que el primero (Figura 17C); esto ultimo implica que el
segundo componente del PAC es el resultado de un mayor niumero de
axones gue los que se activan para el primer componente. En cambio,
las raices dorsales presentan un PAC con un solo componente, el cual
aumenta tanto de amplitud, duracién y area a medida que se incrementa
la intensidad del estimulo (Figura 17 Ay B), lo cual podria deberse a la
activacion 'y reclutamiento de axones con caracteristicas

electrofisiolégicas semejantes.

Si bien, los axones contenidos en las columnas dorsales de la médula
espinal al parecer conforman una poblacion relativamente homogénea
en cuanto a sus caracteristicas histolégicas, ello no es excluyente que
desde el punto de vista electrofisiologico, dichos axones se agrupen en
2 subpoblaciones, lo que permitiria explicar los dos componentes del
PAC de las columnas dorsales, esto es, que existan dos poblaciones de

axones en las columnas dorsales con distintas cualidades
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electrofisiolégicas que les provean diferente grado de propagacion y

generacion del potencial de accion.

Lo contrario ocurre con los axones en las raices dorsales, los cuales al
parecer conforman 2 subpoblaciones de didmetro y grosor de mielina
diferentes, pero presentan PACs con un solo componente, cuya
amplitud, duracién y area se asemejan a los del primer componente del
PAC de las columnas dorsales, por lo que se podria proponer que a
pesar de sus diferencias histolégicas presentan niveles de activacion y
propagacion semejantes entre si. Sin embargo, las propuestas
anteriores deben analizarse con mucho mayor detalle, utilizando para
ello procedimientos experimentales diferentes a los empleados en el

presente estudio.

Finalmente, es importante sefialar que los resultados obtenidos en esta
tesis podrian ser utilizados como punto de referencia en otros estudios
en los que se analicen los efectos de distintas condiciones
experimentales, tales como la diabetes, desnutricion, obesidad, sobre
la mielinizacion y la estructura de axones, tanto periféricos como

centrales de la rata.

Conclusiones

53



Los axones de las columnas dorsales (SNC) y de las raices dorsales
(SNP) poseen caracteristicas histolégicas y electrofisioldgicas
diferentes entre si, particularmente en la mielinizacion de los axones
perifericos (células de Schawnn) y centrales (oligodendrocitos) y el
namero de componentes en el PAC generado en ambas estructuras

espinales.

Perspectivas del estudio

-Establecer si existen diferencias en la propagacion del PAC y en la
mielinizacion de los axones en las raices dorsales o ventrales de la

meédula espinal de la rata.

-Estudiar los efectos de distintas enfermedades desmielinizantes, tales
como la diabetes o la malnutricion (obesidad o desnutricion) sobre el
PAC y la mielinizacion axonal a nivel de Sistema Nervioso Central y

Periférico.

-Analizar si la rehabilitacion alimenticia es capaz de restablecer la
mielinizacion y la generacion del PAC, tanto en las raices dorsales,

ventrales y en las columnas dorsales.
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-Estudiar el efecto de algunos compuestos mielinizantes (por ej: las [3-
carbolinas) sobre las alteraciones en la propagacion del PAC o la
mielinizacion de los axones en las raices dorsales y en las columnas

dorsales de la médula espinal de la rata.
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