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RESUMEN

La lesion traumatica de la médula espinal
IME] permanece como un problema sin resol-
ver, a pesar de la mejoria relativa que se obtie-
ne con algunos tratamientos farmacologicos.
La metilprednisolona [MP] se considera cl
"estandar de oro" en el tratamiento para la
lesion aguda de la ME. Se¢ recomienda que
cualquier tratamiento nuevo sea tan bueno o
mejor que la MP. Debido a las limitaciones del
tratamiento con MP, en el presente trabajo
probamos una alternativa terapéutica usando
implante singénico de célulay disociadas de
nervio periférico [INP] para reforzar el efecto
de la MP, en un modelo de contusion medular
en rata, que semeja la lesion traumatica de la
ME en humanos.

Bajo anestesia, ratas singénicas Fischer
adultas, fueron sometidas a contusion modera-
da (45 g em™) de la ME en T-9. Cinco grupos
de 6 ratas ¢/u fueron tratados inmediatamente
después de la lesion de la siguiente manera: 1)
MP, 3 dosis de 30 mg kg 1P seguidas por 2
dosis de 60 mg kg’ IM en un lapso de 24 h; 2)
INP en la zona de lesion, usando 10 ul de
células disociadas en sol. de Hank; 3) combi-
nacion de MP ¢ INP; 4) Inyeccion de 10 pl de
sol. de Hank [VEH] en la zona de lesion; 5)
anicamente lesion. Antes de la cirugia, todos
los animales se condicionaron para realizar las
pruebas funcionales. Después de la lesion, se
evaluaron cada semana con una bateria de
pruebas funcionales incluyendo: marcha libre
sobre el piso, prueba del plano inclinado,
caminata en rejilla de alambre y analisis de
huellas podales. Ocho semanas después de la
lesion, las ratas se sacrificaron para estudios
morfoldgicos. |

El mejor grupo en las prucbas funcionales
fue el tratado tnicamente con MP, mientras
que el peor fue el control que no recibio trata-
miento. En el estudio morfologico se observo,
en todos los casos, ausencia de substancia gris

‘a nivel del epicentro (zona de mayor destruc-
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ABSTRACT

Besides the relative improvement obtained
with pharmacological treatments, acute spinal
cord  [SC| injury  remains  a  non-solved
problem. Methyviprednisolone  [MP] s
considered the clinical standard ol therapy
atter acute SC injury. 1t has been recom-
mended that any new treatment be as good or
better than MP. Because of the hmited
effectiveness of the treatment of SC injury
with MP, in this work we tested a therapeutic
alternative using a  syngeneic implant  of
dissociated cells from  peripheral nerve [PNI]
to boost the effect of MP, in an experimental
SC contusion model in rats that resembles
human SC injury.

Under anesthesta, adult female inbred
Fischer rats were subjected to SC contusion
(45 g em™), at TY level. Five groups of 6 rats
each were treated immediately atter the injury
as tollows: 1) MP, 3 doses of 30 mg kg IP
followed by 2 doses of 60 mg kg' IM in a
period of 24 h; 2) PNI to the SC injured area
using 10 p of dissociated cells (in Hank's
solution); 3) combination of MP and PNI (as
above), 4) injection of 10 pl of Hank's
solution [VEH] in the SC injured area; 5)
mjured only.  To assess the motor deficit and
recovery, before mjury rats were trained to
cross a runway, and to walk on a grid.
Functional tests (open field walking, inclined
plane, grid walking, and footprint analysis)
were assessed weekly, Rats' performance was
videotaped for  subsequent quantitative
analysts, Finally, rats were killed on week 8
after SC injury, for SC morphologic and
morphometric analyses, |

The best functional outcome was observed
in rats treated with MP only. Rats of the
control group (injured only) had the poorest
functional scores, The other 3 groups showed
intermediate functional recovery. Morphologic
studies revealed that in all cases, the gray
matter at the cpicenter (zone of less spared SC



ciéon medufar) y preservacion de una cantidad
variable de substancia blanca, la cual fue signi-
ficativamente menor en todos los grupos de
ratas lesionadas, en relacion con las normales
(aprox. entre 10 y 20% del normal). Al compa-
rar los grupos de ratas lesionadas entre si, se
encontro diferencia significativa a favor de las
tratadas con MP (sola o combinada con INP)
vs Gnicamente lesionadas. Usando inmuno-
histoquimica con GFAP se identificaron abun-
dantes astrocitos reactivos en el parénquima
medular preservado de la zona de lesion;
flleron escasos o ausentes en las porciones
destruidas o con infiltrado inflamatorio abun-
dante. Con la impregnacion argéntica de Sevier
y Munger, a nivel del epicentro y en regiones
vecinas, se identificd un fendmeno de plastici-
dad caracterizado por la presencia de colatera-
les axonicos neoformados, con un trayecto
aberrante. En general, la cantidad de estos
axones en animales no tratados se calificod de
moderada, en los tratados con solo INP se
califico de abundante, mientras que en las ratas
que recibieron MP sola o combinada con INP,
la presencia de los axones aberrantes fue escasa
0 ausente. |

Se concluye que la MP tiene un moderado
efecto neuroprotector y bloquea parcialmente
fa formacion de colaterales axonicas aberrantes
a nivel del epicentro. El INP no demostro ser
util como neuroprotector y aparentemente fa-
vorece la neoformacion de colaterales axdnicas
en la zona de lesion.
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tissue) was lost. A variable amount of white
matter was spared, located mainly at the lateral
and ventral portions of the damaged SC. The
amount of spared white matter at the epicenter
was in all injured groups significantly less than
uninjured (between 10 and 20% of uninjured
approx.).  Among the injured  groups,
stignificant  differences were found between
groups treated with MP (alone or combined
with PNI) and the injured only group. Using
immunohistochemistrty to  GFAP, abundant
reactive astrocytes were identified in the
spared SC tissue, but they were scarce or
absent in areas of parenchymal destruction or
in presence of inflammatory infiltrate. A
particular phenomenon of plasticity at the
epicenter and neighboring area was observed
after using the Sevier-Munger silver nitrate
method for nerve fibers, It is characterized by
the sprouting of axon collaterals with an
aberrant course. In general, the amount of
these axons was catalogued as moderated in
injured only animals, abundant in the PNI
group, and scarce or absent in animals treated
with MP (alone or combined with PNI).

‘In conclusion, under the paradigms used in
this work, MP has a moderate neuroprotective
effect, and also partially blocks the abnormal

‘sprouting at the area of injury. PNI does not

show a neuroprotective. effect, although it
enhances the abnormal sprouting at the lesion
zone.



ANTECEDENTES

A) Introduccion

La lesion traumatica de la medula espmal [L'TME] en los seres humanos representa
un problema soctoeconomico de gran magnitud. Su manejo integral es muy complejo,
requiere de la intervencton de un grupo multidisciplinario y de tecnologia especializada
desde el momento del accidente hasta que el individuo es rehabilitado, generalmente con

9, 72,17 l

graves secuelas neurologicas permanentes. .a merbi-mortalidad es considerable-

mente elevada, aun en los centros de atencion especializados en este tipo de lesion.'™ !

La incidencia de LTME en la poblacion civil de Estados Unidos es de 40 por 1,000,000 de
habitantes por afio y la mortalidad global por dicha lesion es del 11%.*' En nuestro pais
no contamos con estadisticas al respecto. |

El desarrollo de diferentes modelos de LTME en animales ha permitido conocer
muchos aspectos de la fisiopatologia y probar diferentes estrategias de tratamiento,
también han permitido profundizar en ¢l conocimiento de la degeneracion, i’egenerac':ién y
plasticidad del sistema nervioso central [SNC]. Actualmente se acepta que entre los
diferentes modelos de LTME, la lesion experimental tipo contusion-compresion es el
modelo de lesion que mas fielmente reproduce la ﬁsiopatologia de la mayor parte de
lesiones medulares en humanos.*

Hasta el momento, las estrategias utilizadas en seres humanos para evitar o limitar
las secuelas neuroldgicas después de una LTME no han mostrado resultados halagadores,
a excepcion de la administracion de metilp_redriisolona [MP] durante las primeras 8 horas
después de producida la lesion, lo que permite una cierta mejoria en la funcion motora de

los pacientes sometidos a esta terapia.’**" '



B) Fisiopatologia de la lesion traumatica de la médula espinal

Después de producir una LTME, el dafio no queda confinado exclusivamente al
sitio de la lesion original. Al paso del tiempo también se produce destruccion del parén-
quima medular contiguo, asi como destruccion o atrofia de algunas neuronas distantes a la
zona de ]esién.ﬁ& 69 81, 107, 108, 173

E] periodo de latencia entre el momento de la lesion y el desarrollo de necrosis
maxima, permite diferenciar los eventos de fa LTME en "primarios" y "secundarios”. Los
eventos primarios son el resultado directo del trauma inicial y varian de acuerdo al tipo e
intensidad del mismo, mientras que la lesion secundaria es la producida por una secuencia
de eventos deletéreos que siguen a la lesion primaria y que conllevan a un grado mayor de
necrosis parenquimatosa.*'**

Diferentes grupos de investigadores han reportado diversos mecanismos secunda-
rios como responsables del dario final en la LTME. Probablemente la desregulacion ionica
sea el mecanismo de lesion secundaria mas temprano, que obedece a la perturbacion
inicial de las membranas de las células dafiadas, inducida por el evento traumatico
primario, '* 169 110 16L1%0° A medida que el tiempo transcurre, se desencadenan otros
mecanismos deletéreos, entre los que se pueden destacar: produccion de radicales libres y

peroxidacion de lipidos, isquemia y liberacidon de neurotransmisores con efecto toxico.

Desregulacion idnica

Como consecuencia del trauma inicial, las células de la substancia gris y muchos
axones de la substancia blanca pierden el control de la regulacion idnica y osmética. Por
tal motivo se inicia un intenso movimiento idnico que esta determinado por sus gradientes
de concentracion y de carga; entre otras alteraciones a nivel intracelular, oculre_incremento'
de fos iones de sodio y calcio, con disminucion concomitante de los iones de pdtasio y
magnesio. Al verse alterado el gradiente idnico, cesa rapidamente la conduccion de impul-

s0s nerviosos y se favorece la formacion de edema. > 11 1%



El incremento intracelular descontrolado del calcio 10nico libre. desencadena
mecanismos de lesion que pueden llevar a la muerte celular por diversos mecanismos
incluyendo: inhibicion de las funciones mitocondriales, deplecion de ATP por activacion
de ATPasa, activacion de proteasas y fosfolipasas con el consiguiente catabolismo de
proteinas y lipidos estructurales ¢ inhibicion del metabolismo celular, ™™ 1 1¢!

Los neurofilamentos constituyen la parte fundamental del citoesqueleto axonal ya

que mantienen el calibre y la longitud del axon y participan en el transporte rapido.”® ' !>

162 | as proteasas neutras activadas por calcio, producen una protedlisis masiva de los
neurofilamentos, que puede llevar a la pérdida de soporte estructural con colapso progre-
sivo y fragmentacion del axon, todo lo cual ocurre durante las primeras horas o dias subse-
cuentes a la lesion. " 177161192 E] calcio libre intracelular también activa proteasas y
fosfolipasas que a su vez encuentran como substratos los componentes de la mielina y
pueden, en el mismo lapso, producir una desmielinizacion completa en el drea de la

IESién. 15, 16, 99

La disminucion intracelular del magnesio idnico es directamente proporcional a la
severidad de la lesion y su baja concentracion altera actividades enzimaticas, disminuye la
produccion de energia y la sintesis de proteinas, ademas de que incrementa la permeabi-
lidad de la membrana plasmatica.' La concentracion elevada de potasio en el espacio
extracelular dafia la conduccion nerviosa 'y contribuye a la destruccion neuronal al favore-

cer 1a liberacion excesiva de aminodcidos excitatorios,'*

Neurotoxicidad por radicales hbres v peroxidacion de lipidos

Después de una lesidon neuroldgica aguda se producen abundantes radicales librés
en la zona de lesion, originados principalmente durante la respiracién mitocondrial, en la
isquemia-reperfusion, por la conversion irreversible de la deshidrogenasa de xantina a
oxidasa de xantina, como consecuencia de la autoxidacion de catecolaminas, en la cascada

del 4cido araquidénico y como producto de los neutréfilos activados.* > 1*



El SNC puede ser particularmente susceptible al dafo inducido por radicales libres
por varias razones. Los lipidos de membrana son especialmente ricos en colesterol y
acidos grasos poli-insaturados, los cuales son blanco de compuestos activos de oxigeno
(radicales libres de oxigeno y peroxido de hidrogeno).” El SNC es pobre en actividad de
catalasa y de glutation peroxidasa y tiene una cantidad moderada de superoxido dismutasa.
Por el contrario, es rico en hierro y el hierro es el principal inductor de la produccion de
radicales libres en lesiones del SNC. El acido ascorbico se encuentra en altas concentra-
ciones tanto en la substancia gris como en la blanca. Cuando se presenta solo y en altas
concentraciones cumple una funcion antioxidante, mientras que en presencia del hierro y
~del cobre liberados por la extravasacion de sangre después del trauma, el acido ascérbico
se convierte en un potente oxidante y produce grandes cantidades de radicales libres.” Las
neuronas contienen un gran numero de lisosomas, cuyas membranas son dafiadas por los
radicales libres, dando por resultado la liberacion de enzimas hidroliticas dentro del cito-
plasma de las propias neuronas.**'**

Tanto en lesiones medulares como cerebrales se ha demostrado incremento en la
produccion de malondialdehido (producto de la lipoperoxidacion). En ambas lesiones se
ha demostrado oxidacion del colesterol extraible y consumo de los principales anti oxidan-

). asi como inhibicidn de 1a actividad de la ATPasa

tes (acido ascorbico y alfa tocoferol
sodio-potasio dependiente, siendo ésta una de las manifestaciones tempranas de la peroxi-
dacién de lipidos.* |

Para evaluar el tiempo en el que se produce la lipoperoxidacion, en la ME de ratas
lesionada por compresion se midieron los niveles de malondialdehido a 1 y 15 min, asi
como a I, 2 y 4 h postlesion; se encontré un incremento significativo a partir de los 15

min, alcanzd el maximo a 1 h'y después fue disminuyendo."

Isquemia
La isquemia que se presenta después de la LTME desempeiia un papel importante

en el desarrollo de la lesion secundaria. Los valores del flujo sanguineo inicialmente
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pertmanecen en un rango normal y alcanzan su nivel critico en la regién central entre una y
tres horas postlesion; en la substancia blanca el nivel critico se alcanza mas tardiamente.
El grado de isquemia es directamente proporcional a la intensidad de la lesion e inversa-
mente a la extension de la recuperacion funcional.”
Entre los mecanismos fisiopatologicos de la isquemia, diferentes autores destacan:

1- La accion directa del traumatismo sobre los vasos sanguineos, ™ ''* 17
2- La hipotension arterial sistémica ocasionada por disminucion de la actividad simpética y
predominio de la actividad parasimpatica." "
3- La vasoconstriccion local por:

a. Espasmo del musculo liso arteriolar como resultado de la elevacion de los niveles de
calcio intracelutar,” '**

b. Elevacion de metabolitos vasoactivos. El incremento intracelular de calcio i6nico
activa de inmediato a la fosfolipasa A, lo que conduce a la liberacion de acido araquido-
nico y a la formacion enzimatica subsecuente de sus metabolitos eicosanoides entre los

que se incluyen a las prostaglandinas F,_ y al tromboxano A7 101106, 134 166, 156

c. Produccion de radicales libres y peroxidacion de lipidos vasculares,® 7%
4- Microtrombosis por adherencia plaquetaria a las paredes vasculares alteradas, lo cual

pudiera también estar determinado por un desbalance entre tromboxano y prostaciclina.’
92, 100, 101

Excitotoxicidad

Algunos aminodacidos excitatorios como el glutamico, el aspartico y el acido quino-

27,6413 4L Dyichos aminoécidos en con-

linico contribuyen al dafio neuronal secundario.
diciones normales se encuentran almacenados en las neuronas para ser utilizados como
neurotransmisores. Sin embargo, después del trauma se liberan en grandes cantidades al

espacio extracelular como resultado de la lesion directa de la membrana celular que los

contiene, o bien, como resultado de la isquemia.'” El acido quinolinico puede producirse

27 147

en las células inflamatorias infiltradas en la zona de lesion. Los aminoacidos
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excitatorios libres producen extensa excitacion de las neuronas viables, en parte por
permeacion membranal de calcio a nivel de los receptores N-metil-D-aspartato, " "% E|

efecto toxico de dichos aminodcidos se conoce como excitotoxicidad.

C) Regeneracion y plasticidad en médula espinal
Es bien sabido que en los mamiferos adultos las neuronas no tienen la potencialidad

149, 150

para dividirse y que los axones centrales lesionados no se regeneran de manera apro-

23,65, 88, 107, 169 S'lﬂtiago
¢

piada y espontanea para permitir el restablecimiento funcional.*
Ramon y Cajal demostrod que después de seccionar la ME de mamiferos, algunos axones se
empezaban a regenerar, sin embargo, dicho proceso se detenia después de las primeras dos
semanas de la lesion, siendo incapaces de retornar a sus blancos denervados; a este feno-
meno lo denomind regeneracion abortiva.”™ El aborto de la regeneracion de los axones

j12 L1828y 1g5 cavidades

medulares es un problema multifactorial: la cicatriz fibroglia
que se forman en el sitio de la lesion tiene un efecto de barrera fisica para el crecimiento
axonal:® ' e] crecimiento axonal a través de la lesion también se detiene debido al esta-
blecimiento de sinapsis inapropiadas (al azar) entre los brotes de crecimiento i|ue emergen

* el cono de

de los axones lesionados y neuronas denervadas muy proximas a los mismos;’
crecimiento axonal es inhibido por contacto con pequeiias proteinas de membrana con
masa molecular definida en 35 kDa (N1-35) y 250 kDa (NI-250), presentes en la membra-

48164165 & nor una

na de los oligodendrocitos maduros y en su producto: la mielina centra
fraccion de proteoglicanos presente en la membrana de la microglia activada.”

Durante la tltima década. con la utilizacion de diferentes estrategias, se ha logrado
favorecer el recrecimiento a gran distancia de axones medulares seccionados. Schwab y
sus colaboradores han conseguido regeneracion exitosa de los axones de la via cortico-
espinal de rata. Ratas de 2 semanas de edad sometidas a una seccion medular a nivel
toracico, tratadas al nacimiento con radiaciones X para destruir los aligodendroc_itosy |
evitar que se formara la mielina, 2-3 semanas después de la lesion mostraron recrecimiento

de los axones corticoespinales 4.5-6 mm por abajo del sitio de lesion (el maximo fue de

b b e e J
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18.7 mm)."" En otro trabajo reciente, también seccionaron la porcion dorsal de la ME
incluyendo la via piramidal en su totalidad, en ratas jovenes y adultas; aplicaron un
anticuerpo (IN-1) el cual neutraliza las proteinas asociadas a la mtelina que inhiben el
crecimiento axonal; unas semanas después encontraron recrecimiento de los axones
corticoespinales 2.5 a 3.5 mm por abajo del nivel de lesion. En el mismo estudio demos-
traron que la neurotrofina-3 promueve un intenso crecimiento colateral de las fibras
corticoespinales seccionadas, aunque no se observo recrecimiento a partir de la punta
seccionada.'™

Si en un estado temprano del desarrollo se lesiona el sitio por donde deben crecer
las fibras corticoespinales, éstas no pueden crecer a través del sitio de lesion y forman una
via aberrante a través del tejido no danado, rodeando el sitio de lesion; aparentemente
hacen sinapsis con sus blancos apropiados en sentido caudal a la lesion.***' La capacidad
para reorientar el crecimiento de las fibras corticoespinales en desarrollo esta restringida a
los dias 5-6 postnatal en ratas.* Es posible que este fenomeno esté relacionado con
cambios en el microambiente en torno a la via piramidal en desarrollo, por ejemplo, la
formacion de mielina en el sistema de vias ascendentes largas vecinas a la via piramidal
pueden suprimir la capacidad de recrecimiento de los axones corticoespinales. El periodo
critico de 5 a 6 dias postnatal que permite el recrecimiento de la via piramidal de manera
eSponténea, puede ser extendido hasta 30 dias postnatal en presencia de un trasplante de
médula espinal [ME] fetal.* |
Uno de los resultados recientes mas alentadores fue reportado por Iwashita et al.'*
~ quienes, en ratas neonatales, resecaron un segmento completo de ME toracica y lo reem-
plazaron con ME fetal de la misma regién, manteniendo en el implante la orientacion
rostro-caudal idéntica al segmento medular extirpado; demostraron regeneracion axonal de
vias ascendentes y descendentes, entre las que se incluyen: corticoespinal, rubroespinal,
reticuloespinal, rafeespinal, espinocerebelar y espinotalamica.

Un proceso diferente a la regeneracion axonal (recrecimiento y conectividad

apropiada de los axones lesionados), es el crecimiento de axones colaterales que emergen



10

de axones intactos, generalmente para ocupar los sitios que los axones lesionados dejan
denervados. A este tltimo proceso se le conoce como plasticidad anatomica y se le ha
atribuido la mejoria funcional parcial que suele observarse después de lesiones medulares

incomp!eta578. 9%, 113, 138

Al principio de la década de los cincuenta, Edds®' describié el fenomeno de creci-
miento nervioso colateral a nivel de sistema nervioso periférico [SNP]. A fines de la
misma década, Liu y Chambers'* demostraron que la plasticidad anatomica no era un
fendmeno exclusivo del SNP, al observar dicho fenomeno en lesiones experimentales de
ME. En las ltimas décadas, la neuroplasticidad ha sido objeto de maltiples estudios. En la
actualidad, el término "neuroplasticidad” se usa para describir los principios asociados
tanto con la reorganigzaci(')n neuronal que se presenta después del daiio al sistema nervioso,
como con la nueva organizacion neuronal creada por un factor inductor del ambiente
externo. La primera, se conoce como plasticidad anatémica o estructural, se relaciona con
fendmenos de regeneracion y de degeneracion, y se enfoca a los mecanismos que inducen,
guian y sostienen los cambios; 1a segunda, se conoce como plasticidad sinaptica, se rela-
ciona con el aprendizaje y con la memoria, y se enfoca mas a los estimulos que inician los
cambios, asi como a los efectos fisioldgicos y funcionales de éstos.” ™%

Después de una LTME, en el area de lesion, se crea un microambiente favorable
para que se den fenomenos de plasticidad anatémica, incluyendo la formacién de colate-
rales axdnicas. El microambiente favorable se da de manera espohtanea, principalmente
‘por el incremento en la produccion de diferentes factores troficos, por una mayor expre-
sion de receptores para los mismos y por el incremento en la produccion ,deproteihas
asociadas al crecimiento, particularmente GAP-43, A continuacidn, el resultado de algu-
nos trabajos al respecto:

- En un estudio a 10 dias y 6 semanas postlesion se encontrd una fuerte elevacion
del receptor de alta afinidad del factor de crecimiento nervioso [trk} tipo B y de su RNA
mensajero en el tejido cicatrizal que delimita la zona de lesion. Otros factores como el

factor de crecimiento nervioso. el factor neurotrofico derivado del cerebro, las neuro-
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trofinas 3 y 4, trk y trtkC, solo mostraron un incremento pequeiio; la inmunoreactividad se
localizé en neuronas, astrocitos y células de leptomeninges; los axones neoformados se
concentraron en areas con alta concentracion de proteina trkB.”

- A 2 dias postlesion se incremento la expresion de factor de crecimiento fibroblas-
tico acido [aFGF] en motoneuronas y en neuronas de substancia gris intermedia cercana al
sitio de lesion, este incremento se mantuvo a 5y 12 dias postlesion. El bFGF no se modi-
fico a los 2 dias, pero a los 5 dias se incremento en el citoplasma y niicleo de los astrocitos
reactivos que limitan la zona de lesion, asi como en los cordones posteriores.'"

- Incremento importante del RNAm del bFGF en la zona de lesion desde 6 h post-
lesion, manteniéndose elevado a 1 y 7 dias; a 7 dias se localizo solo en la porcidon rostral
de la ME ; no encontraron cambios del RNAm del aFGF, NGF o trkA a 6h, 1 y 7 dias
postlesion.”

- EI NGF se incrementa a nivel de la zona de lesion, alcanza su maximo a los 7 dias
y disminuye a 2 y 4 semanas."?

- EI RNAm del receptor de baja afinidad del NGF manifesté su maxima expresion a
7 dias postlesion; se encontré asociado con células de vasos sanguineos neoformados a
nivel del epicentro."*?

- Después de lesion del cordon anterior, desde 2 dias hasta 8 semanas que dur6 el
estudio, se demostrd expresion del receptor de NGF en motoneuronas afectadas y tejido
cicatrizal, principalmente en las células perivasculares que no son pericitos. '’

La presencia de niveles altos de GAP-43 se ha correlacionado con periodos de
crecimiento axonal tanto durante el desarrollo como durante la regeneracion vy la plastici-
dad anatomica; se piensa que es la molécula clave en la regulacion del crecimiento axo-
nal."*® "> En diferentes modelos de LTME se ha reportado elevacion significativa de
los niveles de GAP-43 o de su RNAm, desde 1 dia hasta 4 semanas postlesion, en diferen-

7 cuerpos neuronales y

tes poblaciones neuronales, incluyendo neuronas del nucleo rojo,"”
axones localizados en torno a la zona de lesién®’* y motoneuronas axotomizadas de la

ME.IN



| D) Nervio periférico como material de trasplante al SNC

Al principio de la década pasada, el grupo de Aguayo y colaboradores demostraron,
(empleando neurotrazadores), que los injertos de nervio periférico favorecian la regenera-
cion de neuronas centrales in vivo, 131 Con estos resultados, reafirmaron el concepto
de que las neuronas del SNC expresan su capacidad de regenerarse cuando se les proporciona
un microambiente favorable,

Con los injertos de fragmentos de nervio periférico colocados en la ME se ha de-
mostrado que los axones regenerados son capaces de crecer varios milimetros o inclusive
centimetros en el interior del nervio injertado, pero son incapaces de continuar su creci-
miento mas alla de 1 a 2 mm al retornar a la ME. Ademas, no forman sinapsis apropiadas
que permitan la recuperacion de funciones perdidas,*->> "**'® lo que ha limitado su
utilizacion en la clinica.

Recientemente se demostrd que los injertos de nervio periférico al SNC estimulan
la expresion mas intensa y sostenida de la proteina asociada al crecimiento [GAP-43] por
neuronas axotomizadas localizadas cerca del implante y por las células de Schwann del
implante, fenomeno que se correlaciona estrechamente con la regeneracion de las neuronas
danadas.'®'

En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que la capacidad del SNP para
favorecer la regeneracion, radica en las células de Schwann, particularmente en algunas
moléculas de superficie ™ > 4% 141

Mediante la técnica de cultivo de tejidos ha sido posible obtener poblactones de
células de Schwann estables, abundantes y funcionales,™'** lo qué ha permitido el

128, 129, 185

implante de estas células en la zona de lesion medular mediante inyeccion 0

inmersas en una matriz de colagena.'

En ambos casos se ha demostrado, desde el punto
de vista morfolagico, que favorecen la regeneracion axonal, aunque no se menciona algin

efecto funcional .



) Metilprednisolona como neuroprotector

En un estudio clinico multicéntrico realizado en los Estados Unidos, ¢f Segundo Estudio
Nacional sobre Lesion Aguda de Medula Fspinal [INASCIS 2}, se demostro que el tratamiento
con el glucocorticoide MP, iniciado dentro de las primeras 8 h de una LTME y administra-
do a dosis altas durante 24 h, mejora la recuperacién motora de los pacientes evaluados 6
semanas, 6 meses y 1 afio después de la lesion. ™™ La justificacion de este esquema se
basé en la necesidad de una megadosis (dosis inicial de 30 mg kg 1.V.) para inhibir la

89, 90, 94

peroxidacion de lipidos secundaria a neurotrauma y en base a una extensa expe-

riencia en modelos de LTME en animales, ™ &% 204739 140, 159

Se han demostrado diferentes mecanismos de accion de la MP para evitar los
cambios patoldgicos secundarios después de LTME aguda, casi todos relacionados con un
efecto anttoxidante, ya que inhibe la lipolisis (que implica liberacion de 4cido araquido-

nico y la consecuente formacion de eicosanoides),*'** la peroxidacion de lipidos;™* *-**

> también evita la acumulacién intracelular excestva del calcio i6nico’® y reduce la
liberacion de aminoacidos excitatorios.'*' Como consecuencia mejora el flujo sanguineo

W), 187, 189

tisular, mejora el metabolismo aerobico (produccion de energia aerdbica),**’ se

reduce la degradacion de los neurofilamentos,” disminuye la hiperemia en la ME adya-

cente al sitio de lesidn haciendo menos severo el fenémeno de isquemia-reperfusion,”: 1%}

disminuye el edema a nivel del sitio de lesion™ '*?

y se favorece la excitabilidad neuronal
asi como la transmision sinaptica.” Todo lo anterior se manifiesta en la recuperacion
funcional parcial que se ha observado tanto en estudios experimentales como en pacientes.

En un estudio reciente® demostramos que la manipulacion mecénicé y enzimética
del area de lesic’)n medular subaguda (con fines de trasplante®), causa destruccion adicio-
nal del parénquima medular, y que la administracion de MP, empleando el esquema de
dosificacion utilizado en el NASCIS 2, limita dicha destruccion.

A partir de los resultados del NASCIS 2, publicados por primera vez en 1990, la

MP se ha considerado como el "estandar de oro" para valorar la accion terapéutica de otros
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farmacos o procedimientos en LTME aguda; se sugiere que cualquier medida terapéutica

: ‘o i 20, 193
debe ser tan buena como o mejor que la accion de la MP.'H 1

F) Trasplantes al SNC como neuroprotectores
Una forma de evaluar el efecto neuroprotector de los trasplantes neurales es su
influencia en el indice de sobrevida de animales sometidos a lesiones neuroldgicas severas.

1.'"" observaron un incremento significativo en la sobrevida de ratas sujetas a

Kopyev et a
traumatismo craneocerebral e implante de tejido fetal neocortical en el area de lesion
inmediatamente después del trauma. Tulipan et al.'”” demostraron en ratas que el injerto de
estriado neonatal puede evitar el sindrome letal producido por la inyeccion intraestriatal
bilateral de acido kainico. Ellos atribuyen tal efecto a la proteccién dada por el injerto a las
neuronas dafiadas por excitotoxicidad.'™

Al respecto, nuestro grupo recientemente® ha establecido que: 1- Los trasplantes de
tejido fetal homotopico alogénico y xenogénico incrementan la sobrevida de ratas some-
tidas a laceracion completa de la ME. 2- El implante de otros tejidos heterotapicos como
nervio periférico o tejido adiposo, asi como el empleo de un "ocupador de espacio”
(Gelfoam), también incrementan la sobrevida de ratas sometidas al mismo modelo de
lesion. 3- El implante homotdpico de tejido fetal alogénico, asi como el autotrasplante de
nervio periférico o de tejido adiposo en ratas sometidas a laceracion medular completa,
disminuye la destruccion del parénquima medular vecino a la zona de lesion.

El mayor indice de sobrevida y la menor incidencia de complicaciones graves,
puede ser atribuida a una mejor funcion segmentaria de la ME, posiblemente como una
consecuencia de la menor destruccion tisular, observada en el area vecina al sitio de

laceracion en la ME de los animales trasplantados.

La menor destruccion tisular, de acuerdo con los hallazgos recientes de Tulipan et

al 178,179 ] 144

y de Pearlman et al."", pudieran atribuirse a que el tejido trasplantado puede
asumir un papel benéfico al amortiguar, neutralizar y/o captar algunas de las sustancias

neurotdxicas liberadas en el area de lesion, tales como aminoacidos excitatorios y enzimas



liticas, o bien por captacion del exceso de iones libres. El efecto benéfico de los injertos
heterotopicos (nervio periférico y tejido adiposo), apoya esta posibilidad y coincide con
los resultados de Pearlman et al.** sobre el uso de trasplantes heterotopicos como

neuroprotectores del estriado.

IS5
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JUSTIFICACION

A pesar de la mejoria relativa obtenida con tratamientos farmacologicos, incluyendo los

esteroides parenterales, la LTME permanece como un problema no resuelto,

En la actualidad, la MP se considera el "estandar de oro" en el tratamiento de la lesion
aguda de la ME. Se recomienda que cualquier medida terapéutica nueva debe ser tan

bueno o mejor que la MP.

Sin embargo, el tratamiento en el que se emplea unicamente MP es insuficiente, posible-
mente porque no influye positivamente en todos los mecanismos de lesion secundaria.
Ademas, la MP tiene algunas desventajas como son, una dosis efectiva estrecha, inmuno-

depresion y tiempo corto de ventana terapéutica.

Recientemente reportamos acerca del etecto neuroprotector de diferentes tejidos (inclu-
yendo nervio periférico) trasplantados en el drea de lesion después de laceracion medular

completa en ratas.

Debido a las limitaciones del tratamiento con solo MP, en este trabajo probamos una
alternativa terapéutica usando implante isogénico de células disociadas de nervio perifé-
rico [INP] para reforzar el efecto de la MP, usando el modelo de contusion medular en

ratas, el cual reproduce a la LTME en humanos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pregunta general
Cual es el efecto en la evolucién funcional, asi como en las caracteristicas morfologicas y
morfométricas del INP, de la MP, o de la combinacion de ambos cuando se utilizan en el

tratamiento de una contusion medular aguda en rata adulta?

Pregunta especifica 1
Cual es el efecto morfofuncional del INP colocado en el area de lesion después de una
contusion medular aguda, al compararlo con ratas lesionadas y no tratadas, o con ratas a

las que se le inyecta el vehiculo del implante?

Pregunta especifica 2

Es similar el efecto morfofuncional del INP en comparacion a la administracién de MP?

Pregunta especifica 3
Existe sinergismo en el resultado morfofuncional al combinar INP y MP como tratamiento

de contusion medular aguda en rata adulta?
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HIPOTESIS

Hipdtesis general
Las ratas adultas sometidas a contusion medular y tratadas con INP, MP, o la combinacion
de ambos tendran una mejor evolucion funcional y menor destruccion del parénquima

medular al compararlo con testigos.

Hipotesis especifica |
La colocacion de un INP en la zona de lesion después de producir una contusion medular
aguda, tendra un mejor efecto morfofuncional al compararlo con ratas lesionadas y no

tratadas, o con ratas a las que se le inyecta el vehiculo del implante.

Hipdtesis especifica 2
El efecto morfofuncional del INP en comparacion con la administracion de MP sera

similar.

Hipaotesis especifica 3
Habra sinergismo en el resultado morfofuncional al combinar INP y MP como tratamiento

de contusion medular aguda en rata adulta
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OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el efecto del INP, de la MP y de la combinacion de ambos, en la recuperacion
funcional, asi como en la cantidad y calidad del tejido medular preservado en ratas adultas

sometidas a una contusion medular controlada.

Objetivo especifico 1
Evaluar el efecto morfofuncional del INP colocado en la zona de lesion después de una

contusion medular aguda, tomando como referencia las ratas testigo.

Objetivo especifico 2
Comparar el efecto morfofuncional del INP con la administracion de MP después de

contusion medular aguda en rata adulta.

Objetivo especifico 3
Evaluar si tienen un efecto sinérgico en el resultado morfofunciona! la combinacion de

INP y MP como tratamiento de contusion medular aguda en rata adulta?



MATERIAL Y METODOS

A) DISENO DEL EXPERIMENTO

Poblacidn objetivo:

Se utilizaron ratas singénicas Fischer adultas, hembras, de 12 a 14 semanas de edad
y con peso corporal de 190 a 210 gr, aparentemente sanas, nunca embarazadas y sin
ning{in procedimiento experimental previo. Todas las ratas se sometieron a contusién
controlada de la ME en la region toracica baja (T-9). La asignacion de los animales para
cada grupo se hizo de manera aleatoria (mediante sorteo). Cada grupo se formo de 6

animales que completaron el tiempo de seguimiento programado.

Grupeos de estudio:

Grupos experimentales,

Grupo 1- Ratas lesionadas y tratadas con metilprednisolona, [MP]
Grupo 2- Ratas lesionadas y tratadas con implante de nervio periférico. [INP]
Grupo 3- Ratas lesionadas y tratadas con MP e INP. [M+]]

Grupos testigo.

Grupo 4- Ratas lesionadas, inyectadas con el vehiculo del implante. [VEH]

Grupo S- Ratas lesionadas, sin tratamiento alguno. [CON]

B) PROCEDIMIENTOS

Método de anestesia

Para los procedimientos de lesién medular (incluyendo el tratamiento correspon-
diente) y sacrificio, se aplico una dosis intramuscular (en la cara externa del muslo |
1zquierdo) de una mezcla de clorhidrato de ketamina (77.5 mg kg™') e hidrocloruro de

xilacina (12.5 mg kg™).



Método para contundir la médula espinal

Bajo el efecto de la anestesia se realizd tricotomia de la region toracica baja.
Mediante técnica estéril se practico una incision sagital en piel. seguido de diseccion de
los misculos paravertebrales de las apofisis espinosas, usando tijeras tipo iris y despe-
riostizacion de laminas usando hoja de bisturi # 20. Se extirparon luego tres apofisis
espinosas (T8, T9 y T10) con una gubia tipo Beyer para visualizar ampliamente los
procesos laminares de T9. Finalmente se realizé una laminectomia de un solo nivel (T9),
extendiéndola bilateralmente hasta los procesos facetarios. Las meninges se mantuvieron
intactas. Una vez concluida la laminectomia, el animal se colocd en un equipo de estereo-
taxia para la realizacion de la contusion medular con una modificacién de la técnica de
Allen*: se dejo caer sobre ta ME un cilindro de acero inoxidable (con peso de 15 gr, con
punta roma de 1.7 mm de didmetro y 1 cm de largo) de una altura de 3 ¢m a través de un
tubo guia. Intensidad de la lesion = 45 gr cm™, Finalmente, la incision quiriugica se suturd

en dos planos: la fascia muscular y la piel con puntos simples de nylon 5-0.

Méto.do de obtencion y preparacion del tejido donador

El nervio periférico utilizado para implante se obtuvo de una rata hembra singénica
a la rata lesionada en la que se implantd. La rata donadora anestesiada se coloct en de-
cubito ventral. Previa tricotomia de la region glitea y del muslo, en condiciones asépticas,
se realizé incision cutanea longitudinal extensa, luégo se disecaron los milsculos hasta
identificar el nervio ciatico, el cual se disecé ampliamente, Iniciando desde la region mas
proximal se reseco un fragmento de 1.5 cm de longitud. El nervio se colocé en solucidon
salina balanceada de Hank. Con técnica microquiriirgica se eliminé el epineurio en su
totalidad y luego se fragmenté finamente con una navaja de afeitar. Los fragmentos de
nervio se colocaron en un tubo Eppendorf'y se incubaron en 100 pl de una solucion de
colagenasa al 0.25% durante 8 min a 37 C, con agitacion continua. Luego se agrégarbn
200 pl de solucion de Hank y se centrifugd durante 5 min a 3,000 RPM. Se decanto el

sdbrenadante'y el boton celular se resuspendi6 en 300 pt de solucidén de Hank. Los frag-

cetirine vt car il s
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mentos de nervio resuspendidos se pasaron varias veces por una aguja calibre 20, hasta
que pasaran todos los fragmentos libremente. Se volvio a centrifugar en las mismas con-
diciones, se decantd el sobrenadante y se resuspendid como anteriormente. Se pasé por
agujas de diametro interno progresivamente menor incluyendo calibre 21, 23, 25, 29 y 30.
Finalmente se volvid a centrifugar y decantar como anteriormente. El boton celular se
resuspendio en 50 ul de solucion de Hank y a esta concentracion quedo para el implante y
para los estudios de viabilidad celular, Asi, el tejido fue disociado hasta obtener una
mezcla de células independientes y conjuntos celulares pequefios. La viabilidad de la
suspension celular se valord usando el azul de tripano, basado en el principio de que la
membrana de las células vivas (viables) impide el paso a su interior de ciertos colorantes
como el azul de tripano, mientras que la membrana de las células recién muertas (no

viables) permite el paso de tales substancias al interior de 1a célula, lo que facilita su
diferenciacién®. Para la prueba de viabilidad se colocaron en un tubo 50 ul de azul de

tripano al 0.4%, 30 pl de solucion de Hank y 20 ul de la suspension celular; se agito la
mezcla, se colocd en un hemocitometro y se obsérvé de inmediato al microscopio. Se
contaron 200 células disociadas o en ctimulos muy pequefios, anotando por separado
viables y no viables. Con este método se demostrd viabi\lidad celular de aproximadamente
80%. No fue posible determinar el nimero total de células a implantar debido a la exis-

tencia de agregados celulares incontables.

Método para el implante del nervio periférico.

Inmediatamente después de terminar el proceso de disociacion celular se tomaron
10 ul de la suspension celular y se inyectaron dentro de la ME recién lesionada en las ratas
correspondientes, justo en el sitio donde se produjo la contusion. Para la inyeccion se
utilizd una microjeringa Hamilton con una aguja metélica del numero 30. La inyeccion se
ltevd a cabo en un lapso de 5 min y la aguja se dejo 5 min mas dentro del sitio de inyec-

cion para evitar la salida del implante. En el grupo testigo, en el que solo se inyecto el
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vehiculo del implante (solucidn salina balanceada de Hank), los procedimientos de inyec-

cién en cuanto a volumen y tiempo de inyeccidn fueron idénticos.

Administracion de metilprednisolona

Los animales de los grupos en que se aplico este farmaco (succinato sodico de
metilprednisolona <Solu-Medrol, Upjohn, Kalamazoo, Mich. USA>) recibieron la primera
dosis inmediatamente después de producirse la lesion medular. Las primeras tres aplica-
ciones se hicieron via intraperitoneal con un intervalo de 2 horas (30 mg kg'/dosis); la
cuarta y quinta aplicacion 8 y 24 h después de la lesion (60 mg kg '/dosis), via intra-
muscular (en la cara externa del muslo derecho). Para la dilucién del farmaco se uso agua

bidestilada inyectable. El esquema de dosificacion esta basado en el NASCIS 2.*

Cuidados postoperatorios

Al final del procedimiento quirirgico de lesion medular (y tratamiento correspon-
diente), a todos los animales se les aplicé una dosis de 200,000 UT de penicilina benzati-
nica via intramuscular (cara externa del muslo izquierdo). Se colocaron en una unidad de
cuidados intensivos para animales menores (Schroer Manufacturing Co., Kansas City) con
temperatura y humedad controlada (23 °C y 80% respect_ivamente_) hasta que se recupera-
ron de la anestesia. Luego se colocaron en jaulas individuales con aserrin estéril.

Las ratas se alimentaron ad libitum y se les proporcionaron los mismos cuidados
generales, independientemente del grupo al que pertenecieran. El intestino y la vejiga
neurogénicos se manejaron con expresion manual 2 veces por dia mientras fue necesario

(mientras se recupero el automatismo, aproximadamente entre 1 y 2 semanas).

Sacrificio y estudio morfolégico
Ocho semanas después de la lesion, los animales se anestesiaron y 5 min antes de
su sacrificio se les aplico una dosis intraperitoneal de 1000 Ul de heparina. Después se

practico una toracotomia amplia, se canulo la aorta ascendente y empleando una bomba



peristaltica (Masterflex; Cole-Parmer Inst. Co. Chicago [1.) se perfundieron 50 ml de
solucion salina fisiologica, seguidos de 500 mi de formaldehido al 10%. Ambas soluciones
se perfundieron a una velocidad de 30 ml min™' y a temperatura ambiente. Al término de la
perfusion se extrajo un fragmento de 2 cm de ME, con la zona de lesion en el centro de
dicho fragmento.

El especimen se colocd en el mismo fijador durante | semana, al cabo de la cual se
siguid el procedimiento de rutina para ser embebido en parafina: deshidratacion en alcoho-
les graduales (alcohol etilico al 50%, 80%, 95% y alcohol absoluto, 30 min en cada uno),
aclaracion en 2 bafios de xileno (media hora en cada uno), colocacion en paratina a 57 °C
durante 2 horas y posteriormente inclusion en unos moldes fabricados ex-profeso para
contener los 2 cm de ME en sentido longitudinal y de esta manera tener la posibilidad de
hacer cortes transversales sin necesidad de reincluir el tejido. Se realizaron cortes secuen-

ciales de 10p de espesor, de los cuales se tomaron muestras para los estudios morfologicos

a intervalos de 650 Los cortes seleccionados se pasaron a un bafio de flotacion con agua
a 45 °C (a cada litro de agua se le agregd 0.5 gr de gelatina bacteriolégica) y luego se
colocaron sobre laminillas de vidrio (5 laminillas con 3 cortes para cada segmento).
Laminillas de todos los niveles se impregnaron con nitrato de plata utilizando la
técnica de Sevier-Munger. Con esta técnica se tifien de negrb y de manera selectiva las

fibras nerviosas'®

.'Brevemente, los cortes se desparafinaron colocandolos én xileno
durante 12 horas, luego se colocaron en alcohol absoluto y alcoholes graduales de manera
descendente, 10 min en cada uno, hasta llevarlos a agua destilada, después se colocaron
durante 15 min en una solucién de nitrato de plata al 20% (precalentada a 60 °C), se
lavaron en agua destilada luego se colocaron durante 5 a 30 min (hasta obtener un color
café¢ dorado) en una solucion preparada a base de nitrato de .plata al 10%, hidrdxido de
amonio al 30%, carbonato de sodio al 26% y formaldehido al 2%, después se lavaron en
agua corriente, se colocaron durante 2 min en solucion de tiosulfato de sodio al 5%,
nuevamente se lavaron, se deshidrataron en alcoholes graduales hasta llevarlas a xileno y

se montaron con resina sintética para ser observadas al microscopio. Se identifico el
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epicentro de la lesion definido como el sitio donde se encontrd mayor destruccion de tejido
medular o menor cantidad de tejido medular preservado. En el epicentro y en los cortes
adyacentes al mismo, tanto en sentido cefilico como caudal, se hizo la tincion de Masson,
En los cortes de la laminilla adyacente al epicentro, en sentido cefalico, se realizo una
reaccion inmunohistoquimica a proteina acida fibrilar ghal [GFAP| para evaluar la
reaccion astrocitica, con la técnica de avidina-blotina-fostatasa alcalina. L.os cortes se
desparafinaron colocando las laminillas a 56 °C durante 15 min seguido de 2 bafios de
xileno (5 min c¢/u), luego se llevaron hasta agua corriente pasandolos previamente por
alcoholes graduales descendentes desde absoluto hasta 70%. Se pasaron por amortiguador
salino de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 [PBS] y se incubaron 60 min a temperatura ambiente
con el anticuerpo primario (GFAP, Sigma) diluido 1:400 en PBS que contenia albitmina de
suero bovino al 1%. El solvente se uso para los testigos negativos. Se lavaron con PBS y
luego se incubaron 30 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotini-
lado (anti Ig G de raton, diluido 1:15 en PBS con albimina de suero bovino al 1%) (Kit
ExtrAvidin Alkaline Phosphatase, Sigma "Extra-2A). Nuevamente se lavaron con PBS y se
incubaron 20 min con extravidina-fosfatasa alcalina del mismo kit, diluida 1:15 en PBS.
En seguida se lavaron con amortiguador de Tris salino 0.01 M, pH 8.2, se incubaron en la
solucién de sustrato con el colorante fast red (SigmaFast F4648) de 5 a 10 min, a tempera-
tura ambiente. Esta reaccion se detuvo antes de que se generalizara el fondo rojo en los
controles negativos, irrigando los cortes con agua destilada. Finalmente, los cortes se
contratifieron con hematoxilina de Mayer vy se montaron con un medio acuoso a base de

glicerina y gelatina.

C) EVALUACION
Indice de Sobrevida

Las ratas que murieron entre el segundo dia y las 8 semanas después de la lesion
(tiempo de seguimiento programado) se tomaron en cuenta para la realizacion de fas
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curvas de sobrevida (curvas de Kaplan y Meier)'®' de acuerdo al grupo correspondiente.



Evaluacion funcional

Antes de ser lesionados, todos los animales se sometieron en dos ocasiones a lfas
pruebas funcionales programadas con intervalo de una semana, para obtener los para-
metros de normalidad. Despues de la lesion, los animales se evaluaron una vez por semana
hasta el final del estudio. Para cada una de las pruebas funcionales, un observador previa-
mente entrenado y con pruebas para variabilidad intraobservador mayor de 0.7, determind

de manera cegada la calificacion correspondiente.

1- Locomocidn libre sobre el piso:

Esta prueba nos permite conocer de manera gruesa las caracteristicas generales de
la locomocidn. Cada una de las extremidades posteriores se evaluaron de acuerdo a una

' modificada).

escala de 6 puntos (escala de Tarlov'”
= grado 0 (0 %) - paralisis flacida, no se observa ningiin movimiento.

= grado 1 (10 %) - movimientos inconstantes e incoordinados de la cadera o de la rodilla,
no hay movimientos del tobillo.

= grado 2 (20 %) - movimiento coordinado de las patas en las 3 articulaciones principales

(cadera, rodilla'y tobillo). Las patas no sostienen el peso del tren posterior.

= grado 3 (40 %) - soporta el peso del tren posterior sobre las patas, pero no camina o da

de 1 a 3 pasos incoordinados.

= grado 3.5 (60 %) - camina con mucha inestabilidad, da pasos alternos o simultaneos
indistintamente.

- = grado 4 (80 %) - pasos alternos, movimiento coordinado entre patas anteriores y poste-
riores, inestabilidad poco perceptible, pérdida del equilibrio en las vueltas répidas.-

= grado 5 (100 %) - marcha de aspecto normal.

2- Prueba del plano inclinado: |
Esta prueba fue disefiada por Rivlin y Tator'”’. Permite evaluar mecanismos de

compensacion para el desplazamiento en el espacio. El animal se colocd en una tabla
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cubierta con corcho que tiene la posibilidad de inclinarse entre 0 y 90 grados. Se modifico
la posicion de 5 en 5 grados y se anotd el numero maximo de grados que tolero el animal
sin caer durante 5 segundos. Se evaluaron tres posiciones diferentes: cabeza hacia arriba,

derecha e izquierda.

3- Caminata sobre reja de alambre:

Se evalud la capacidad del animal de caminar sobre una reja de alambre elevada
sobre el piso que tiene barras con un claro de separacion de 3.7 cm entre cada una (espacio
mayor a la longitud total del pie de la rata), Cada prueba durd de 3 a 6 min, de los cuales
el animal caminé al menos 30 segundos o did al menos 15 pasos. La caminata se filmo en
video y se analizé en camara lenta. Se conto el niimero total de caidas y de pasos acertados
(cuando coloco la planta sobre el alambre); se expreso como indice de errores al producto
de la division del niimero de caidas/ntimero total de pasos; se anoté por separado el resul-
tado para cada una de las patas posteriores. En un trabajo previo el indice se obtuvo al
dividir niimero de caidas/segundos caminados.** Esta prueba solo se puede realizar cuan-
do la evaluacion en la escala de Tarlov es de 60% o superior. La mayor parte de las ratas
la pudieron efectuar a partir de la 5a. semana postlesion. A las ratas, que por su pobre
recuperacion, no fueron capaces de realizar esta prueba, se les asigné un indice 5% mas
deticiente al peor indice obtenido en ratas capaces de hacer la prueba, con el objeto de
tener un indice representativo al momento de hacer las pruebas eStadisticas, ya que ¢l

considerar a estas ratas como "perdidas” representaria un sesgo.

4- Analisis de las huellés_ podalicas

Para esta prueba se les puso tinta de diferente color a las patas anteriores (roja) y
posteriores (negra). Se colocd al animal en una pasarela construida de acrilico (de 1.60 m
de longitud y 10 cm de ancho) y con cartulina blanca en la superficie. Para que los anima-
les caminaran motivados a través de la pasarela, se condicionaron dﬁrante tres semanas

antes de la cirugia poniendo al final del recorrido un fragmento de crema de cacahuate

—— - ——
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-Aladino- (altmento por el que tienen una marcada preferencia); con este método de con-
dicionamiento no se requiere privarlos de alimento o agua, lo cual pudiera ser peligroso
después de la cirugia. Para el analisis de las huellas digitales se promediaron las medidas
de 4 a 6 pasos consecutivos, obtenidos de la porcion media del recorrido. Se midieron la
base de sustentacion delantera y trasera (distancia entre las dos patas anteriores y poste-
riores. respectivamente), asi como la longitud de la zancada (distancia entre huella de pata
anterior y posterior de cada lado)."*"

El analisis de las huellas, al 1gual que la caminata sobre la reja de alambre, solo
pudieron evaluarse cuando en la marcha el animal fue capaz de soportar su peso sobre las
patas posteriores y dar pasos (minimo 60% en la locomocion libre sobre el piso). También
se aplicé el mismo criterio de castigo para las ratas incapaces de realizar la prueba: 5%

adicional a la peor medida de rata que si realizo la prueba.

Evaluacion Morfolégica

Descripcion general,

En base a la observacion de los cortes tefiidos con las técnicas de Sevier-Munger,
Masson e inmunorreaccion a GFAP, se hace una carecterizacion general del aspecto de
las médulas espinales estudiadas dos meses después de la lesion y del tratamiento

correspondiente,

Morfometria.

Para la evaluacion morfométrica se tomaron de cada especimen una laminilla
correspondiente al epicentro y laminillas con cortes 2 2 y 4 mm tanto en sentido cefalico
como caudal al epicentro. | |

Fn el epicentro se medio: 1) el area del parénquima medular preservado (en todos
los casos fue solo substancia blanca) y 2) el rea total del corte, incluyendo ademas del
tejido preservado el area de cavitacion y de otro contenido celular. En los cortes adya-

centes al epicentro se hicieron dos mediciones: 1) area de destruccion de parénquima

. i | o mw— pae.
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medular, generalmente localizada en cordones posteriores, aunque algunas veces se
extendia a la porcion central de la médula y rara vez a cordones laterales. 2) area total.
incluyendo tejido preservado y destruido. Adicionalmente, en ME no lesionada de ratas de
las mismas caracteristicas, se hicieron mediciones para contar con el parametro de norma-
lidad. Se medio el area de corte transversal a nivel toracico bajo (T8-TIYNL/T), asi como
el nivel toraco-lumbar (NL/TL); el 17 sirvié para contrastar con el epicentro y las medi-
ciones en sentido cefalico al mismo. mientras que el 2° se uso para contrastar con las
mediciones en sentido caudal al epicentro.

Para hacer las mediciones se usaron laminillas con impregnacion argéntica en un
sistema computarizado de nmiorfometria compuesto de: un microscopio de campo claro con
objetivo 2.5 X, camara de video colocada en oriticio triocular del microscopio, interfase
camara-computadora, tarjeta para convertir imagen analogica en digital, computadora con

procesador 486 DX y el programa para analisis de imagenes A1 v4L¥SIS de Zeiss.

Evaluacion Estadistica

I~ Para evaluar la probabilidad de sobrevida de los animales por grupo se calcu-
laron las curvas de Kaplan-Meter. A efecto de determinar la significancia estadistica de las
diferencias entre las curvas se utilizé la prueba de Mantel-Haenszel'"'

2- La significancia estadistica de las diferencias en las pruebas funcionales se
evaluo contrastando los resultados de cada semana de manera independiente. Se uso el
programa de computo SigmaStat for Windows, Ver. 1.0, Copyright 1992-1994 Jandel Co.
St los datos tenian una distribucién normal y pasaban la prueba de igualdad de varianza se

comparaban todos los grupos entre si con una prueba de analisis de varianza [ANOVA] de

‘una via, caso contrario, se hacia la prueba no paramétrica de ANOVA en rangos (Kruskal-

Wallis). Para identificar el o los grupos que estaban dando la diferencia estadistica se
aplico el método Student-Newman-Keuls o el procedimiento de comparacion multiple de
Dunn, respectivamente. En algunos casos, se hizo una comparacion adicional entre dos

grupos en particular, sobre todo cuando la comparacion maltiple dejaba dudas. En tales



casos se utilizo la prueba de T o la prueba de suma de rangos de Mann-Withney, depen-
diendo de si los datos tenian, o no tenian una distribucidon normal. Una p igual o menor a
0.05 la consideramos significativa.

3- Para el analisis estadistico de los resultados morfométricos. se compararon 1os
grupos correspondientes al final del estudio con el mismo programa, criterios y pruebas
serialados en el parrafo anterior.

4- Los resultados de las pruebas funcionales y de la morfometria se presentan en
graficas. La evolucion semanal de las pruebas funcionales se presenta en lineas continuas
(que representan la media aritmética) para cada grupo; en estas graficas no se incluyen
lineas de dispersion para evitar sobreposicion por la cercania entre las lineas. Los resul-
tados morfométricos se graficaron en barras y/o en grifica de cajas; cuando los datos
tenian una distribucién normal y pasaban la prueba de igualdad de varianza se grafico en

‘barras la media y desviacion estandar, en el caso contrario se grafico la mediana con el
error estandar o se hicieron las graficas de caja.

5- El porcentaje de ratas con colaterales axonicos aberrantes a nivel del epicentro,
se presenta en una tabla, en funcion del grupo de tratamiento.

6- Se hizo una correlacion de Pearson entre cada una de las pruebas funcionales y la
cantidad de tejido preservado en el epicentro de la lesién, tomando en cuenta a cada uno
de los animales independientemente del grupo al que pertenecieran. En base a esta corre- |
lacion se disefio una escala ponderada para la evaluacion funcional conjunta.

7- Tomando como variable dependiente el epicentro v como variables independien-
tes todas las pruebas funcionales, se hizo una regresion lineal maltiple para obtener una
ecuacion que nos permitiera predecir el valor del epicentro a partir de las pruebas funcio-
nales.

8- Se hizo una correlacion por rangos de Spearman entre el resultado de la eValua-
cion funcional ponderada de cada rata y la incidencia de colaterales axdnicos neoformados

a nivel del epicentro.
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D) CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES

Para la realizacion del presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
Para la Salud (Titulo Séptimo: De la Investigacion que incluya la utilizacion de animales

de experimentacion).'™
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RESULTADOS

indice de sobrevida

Sin considerar la muerte de las ratas ocurrida durante las primeras 24 h después de
la lesion, la cual fue atribuida a problemas anestésico-quirtirgicos no relacionados con el
tratamiento especifico, la morbi-mortalidad fue muy baja en todos los grupos. Solo se
murio una rata de cada grupo, a excepceion del grupo inyectado en la ME con vehiculo en
el cual no se presento ninguna defuncion. La prueba de Mantel-Haenszel para determinar

la significancia estadistica de las diferencias entre las curvas de sobrevida resulto negativa.

Resultados en las evaluaciones funcionales

En términos generales, todas las pruebas funcionales aplicadas mostraron un dete-
rioro funcional importante durante las primeras semanas postlesion, con una tendencia a la
mejoria progresiva en las semanas subsecuentes.

A continuacion se describe el comportamiento por grupos para cada una de las
pruebas aplicadas. Algunas pruebas pudieron hacerse desde ¢l _principio del experimento.
Otras requerian de un cierto grado de recuperacion funcional para poder aplicarse; de
éstas, inicamente se dan los resultados de las tltimas 4 semanas del estudio. Para cada
prueba, se muestran los resultados en una grafica de lineas. Cada linea representa la media
aritmética del grupo correspondiente, en funcion del tiempo; no se incluyen imagenes de
dispersion (error o desviacion estandar) porque su sobreposicion dificulta la observacion

de la imagen.
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Figura |- L.ocomocion libre sobre el piso
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INP (IMPLANTE NERVIO PERIFERICO)
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Figura 1: Resultados de la prueba de locomocion libre sobre el piso. Se omite de la grafica
la evaluacion de las ratas normales (100%). A las 24 h postlesion (no mostrada) todas las

ratas tenian 0% en la escald de locomocion libre. En la 1* semana, la medla de los dlfe-

rentes grupos se ubico entre 10 y 20%; lueg,o fue mejorando hasta ubicarse entre 45 y 65%

en la 5° semana, rango en el que, con pequenas variaciones, se mantuvo hasta el fin del
- estudio. A partir de a 2* semana, los grupos de MP, M+, y VEH se colocaron en las
posiciones mas altas, mientras que INP y CON se mantuvieron abajo. Se encontraron -

diferencias con significancia estadistica entre MP y CON en las semanas 2, 3 y 5.
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Figura 2- Prueba del plano inclinado

i
i
85 '-
}

60 |-

Grados

{ !

S R O S NN SO H OSSO SUNUOURN ST

0 2 3 4 5 6 7 g
Semanas postlesion

Figura 2: Prueba del plano inclinado en l_a‘ posicion cabeza hacia la derecha: las otras dos
posiciones mostraron resultados similares y no se ilustran. Las ratas normales toleraroﬁ |

~ 67.5 F 4.9°. Veinticuatro h postlesion (semana 0), 1a media de todos los grupos se ubico

entre 35 y 40°. En las 2 primeras semanas se incrementd para colocarse entre 50 y 60°

aprox., manteniéndose hasta el final con ligeras variaciones. A partir de la 2° semana la

media mas elevada correspondio al grupo MP, Significancia estadistica: -

-NL vs todos = 24 b, semanas 1.4,5 y 6 -NL vs todos excepto MP = semanas 2,3,7y 8
~ -MP vs CON = semanas 2,3y 7 -MP vs INP = semana 2 | |
-MP vs VEH = semanas 3y 7 -VEH vs CON = semana 1
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Figura 3- Caminata sobre reja de alambre

! TT— & INP
k *Q\\\\\ A oM
, S 'v VEH
\ ¢ CON |
Ry ¢ NL
* .N*mm‘-—q“ﬁ% \\\‘::.,....v...w..‘..‘, IR |
T i
6 | [ W <
? &,...--—-——“‘“"'"M”M ‘\ \’
3 -
= |
Sv e
[ S,
o T S
m%*:\“\'
.4// |
A ,(
’ * *
0.0 beme . I I - e} . e v
5 6 7

‘Semanas postlesion

Figura 3: Comportamiento de los diferentes grupos en la prueba de caminata sobre reja de
alambre. Las ratas normales tuvieron un indice de 0.06 ¥ 0.03. Los grupos con 'm'ejor

indice fueron MP y VEH, cuyas medias se mantuvieron entre 0.4 y 0.5 durante las Gltimas

4 semanas evaluadas, mientras que los grupos con peot indice fueron CON e INP. El

grupo M+ se mantuvo en una posicion intermedia. Desde el punto de vista estadistico,
todos los grupos de ratas experimentales y controles fueron significativamente diferentes

de las ratas normales, pero no hubo diferencia entre ellos, en ninglma' de las 4 semanas

evaluadas.
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Analisis de las huellas podalicas

En esta prueba se determinaron 3 parametros (base de sustentacion delantera, trasera y

longitud de zancada) los cuales se reportan por separado.

Figura 4- Base de sustentacion delantera

Centimetros

Semanas postlesion

Figura 4; El tamafio de la base de sustentacion de las patas delanteras. En rata normal fue

~ de 2.46 ¥ 0.38 cm. La media de los diferentes grupos tuvo un comportamlento un tanto
~ erratico durante las 4 semanas evaluadas. En términos generales, las medias mas cercanas

a la normal fueron las de los grupos MP, VEH y M+, mientras que las mas alejadas
fueron CON e INP. Diferencia con significancia estadlstlca solo se obtuvo en la semana 5,
entre NL y CON.
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Figura 5- Base de sustentacion trasera
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Figura 5: Comportamiento de los diferentes grupos en el tamafio de la base de sustentacion

de las patas traseras. En ratas normal fue de 2.50 ¥ 0.68 cm. La media mas cercana a la

normal correspondi6 al grupo MP, mientras que la més alejada fue la del grupo CON. En

todos los grupos se observé una ligera tendencia a la mejoria durante las 4 semanas

evaluadas. Diferencias con significancia estadistica:

- semana 5;
- semana 6:
- semana 7:

- semana 8:

NL vs CON y VEH; MP vs CON y VEH

NL vs todos excepto MP; MP vs todos excepto N L
NL vs CON y M+ | o
NL y MP vs INP
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Figura 6- Longitud de zancada
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Figura 6: Comportamiento de los diferentes grupos en el tamafio de la longitud de zancada.

En ratas normales fue de 14.13 F 1.97 cm. La media mas alta la obtuvo el grupo MP,

mientras que la mas baja fue para CON. Desde el punto de vista estadistico, se encontraron

las siguientes diferencias significativas:
- NL vs todos (las 4 semanas)

- MP vs CON = semanas 5, 6y 8

- MP vs INP y M-+] = semana 8
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Resultados de la evaluacion morfolégica general

En todos los especimenes, independientemente del grupo al que correspondian. se
observo un patron similar con respecto a las caracteristicas de destruccion y preservacion
del parénquima medular. Las diferencias entre los grupos fueron mas bien cuantitativas.

La zona de mayor destruccion del parénquima medular (o de menor preservacion de
tejido medular), denominada epicentro, correspondio al sitio del impacto. En todos los
casos se caracterizo por pérdida total de la substancia gris y preservacion de substancia
blanca en cantidad variable y generalimente en forma asimeétrica (derecha-izquierda), lo-
calizada en la periferia de la ME, sobre todo a nivel lateral y ventral, formando muchas
veces un anillo incompleto, delimitando total o parcialmente al quiste central (Fig. 7). En
la porcidn dorso-central del epicentro y zonas adyacentes se identifico el quiste, habitual-
mente trabeculado, de tamaiio variable, conteniendo infiltrado inflamatorio compuesto
principalmente por macréfagos abundantes, células mononucleares (presumiblemente
linfocitos) en cantidad moderada y células cebadas escasas. También se encontraron
grupos celulares formados presumiblemente por células ependimarias y células de
Schwann con vasos de diversos calibres (Fig. 8). De manera asociada a estos conglome-
rados celulares se identificaron axones con trayectoria aparentemente exratica, perpendicu-
lares u oblicuos al eje mayor de la ME, a los que denominamos colaterales axonicos
aberrantes (Figs. 8]3', 13, 14y 17). El area total de corte de la ME a nivel del epicentro
siempre fue significativamente menor al normal, indicando un proceso de colapso a este
nivel. Algunas veces fue posible identificar la neoformacion del epéndimo cerca del
epicentro, como se ilustra en la figura 9. |

Los cuerpos de astrocitos reactivos, identificados por inmunorreaccion a GFAP, se
localizaron principalmente en la zona del parénquima medular preservado, con un gra-
diente decreciente de la zona central (mas lesionada) hacia la periferia. Con frecuencia se
encontraron prolongaciones astrociticas positivas a GFAP en la pared del quiste. La
inmunoreactividad a GFAP estuvo ausente en areas de infiltrado inflamatorio y de con-

glomerados celulares descritos previamente (Fig. 10).
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Figura 7- Imagen panoramica del epicentro
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Figura 7. Imagenes de los especimenes con mayor (A) y menor (B) cantidad de tejido medular preservado a nivel del
gpicentro, en toda la serie. Corresponden al grupo VEH v CON, respectivamente, La substancia blanca presérvada
estd delimitada en negro; (Q) quiste; (V) porcion ventral de Ja médula. Técnica: Scvier-Munger. barra: 2005



41
Figura 8- Epéndimo normal
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Figura 7- Imagen panoramica del epicentro
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Figura 8: Imagenes que muestran la similitud entre las células ependimarias (E) de una ME normat (A) y las
células que forman grupos celulares compactos dentro de los quistes en la zona de lesidn, (B), especimen del grupo
CON, 1as flechas seffalan escasos colaterales axénicos aberrantes. Especimen del grupo MP (C) y M+T (D), con
una estrella se sefiala el grupo de células similares a ependimarias, no se observan colaterales axonicas
neoformadas; (v), ejemplo de vasos sanguineos. Técnica: Sevier-Munger, barra: 201 |



1

¢ celulares intracavitarios

ura 8- Epéndimo normal y conglomerado

Fig
ol S TR AU
oY1 N A I TRV} N
. .}"\i . "y ‘}. ). Y ' : "q a ~..

» Rt
. 4 -~ ‘ *
" ) (_. : K i ) h.ﬂ "‘ e.f )
iy R ' pu-TR . iv
v ' R “ ‘-:‘




Figura 9- Neoformacion del epéndimo
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Figura 9: Seric de fotografias de un espécimen del grupo CON, a 650 pen sentido caudal al ¢picentro. (A). s¢
obscrva en la porcion central del quiste (Q) un grupo de células con una luz central. A mayor aumento (B y C) s¢
identifican las células en cuestion como cpendimarias (flecha y E). El tejido que lo rodea es propio del quiste v no
parénquima medular preservado. Téenica: Sevier-Munger, barras = A 200 1, B: 100 p, C: 201
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Figura 10- Inmunorreactividad a GFAP
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Figura 10: [nmunorreaccion a GFAP en un espécimen del grupo MP, a 650 p del epicentro. (A). localizacion de
astrocitos reactivos (en rojo) cn dreas de parénquima medular preservado, con un gradiente decreciente de la zona
central (mas lesionada) hacia la periferia. (B). detalle que ilustra cuerpos de astrocitos reactivos (flechas rectas) en
par¢nquima preservado, prolongaciones astrociticas positivas en la pared del quiste (flechas curvas). La inmuno-
reactividad an GFAP esta ausente en la zona de infittrado inflamatorio (estrella). Barras = A: 200 y, B: 40 p
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En cortes sucesivos en sentido cefalico al epicentro se encontrdo mayor cantidad de
tejido medular (tanto substancia blanca como substancia gris), mientras mas se alejaba del
epicentro. El area de corto en relacion a la ME normal no solamente fue igualada, sino que
en muchos casos superada (ver seccion de morfometria). En todos los casos se identifico
una zona de destruccion Walleriana en los cordones postertores, de magnitud variable,
incluyendo la porcion central y con salida hasta la periferia, en forma de ojo de cerradura
antigua (Fig. 11). Este fenomeno se encontré hasta el final del extremo cefilico analizado
(aprox. a 1 cm del epicentro).

En los cortes en sentido caudal al epicentro, al igual que en sentido cefalico, se
observo mas tejido medular a mayor distancia del epicentro. La destruccion en los
cordones posteriores, a diferencia de-lo observado en el segmento cefilico al epicentro, se
observod en la porcion central de dichos cordones (Fig. 12); dicha destruccidn estuvo
ausente en la mayoria de los casos mas alla de 5 mm del epicentro.

A nivel del epicentro y cortes adyacentes, se observo un fendémeno de plasticidad
~ aberrante caracterizado por la presencia de axones, presuntamente colaterales axénicos;
orientados en forma perpendicular u oblicua al eje mayor de la ME, con direccion
aparentemente erratica, y localizados en dreas de destruccion medular, asociados a grupos
celulares identificados como probables células ependimarias y de Schwann,

En la tabla I se muestra el porcentaje de ratas con colaterales axonicos aberrantes a
nivel del epicentro, en funcidn del grupo correspondiente. En el 50% a 60% de las ratas de
los grupos en que se administré MP (Figs. 8C, 8D, 15y 16) no se identificaron axones
aberrantes a nivel del epicentro, mientras que esta ausencia de plastiddad solo se observo
entre el 17% y 20% de las ratas de los otros grupos. Abundantes colaterales axdnicas en
cuestion se identificaron en el 60% de las ratas tratadas solo con INP (Figs 14y 17) y en
ninguna de las ratas del grupo M+I (Figs. 8D y 16); en el resto de los grupos, esta variable
se ubico entre el 17%y 33%. El mayor porcentaje de ratas con axones aberrantes en

cantidad leve a moderada lo obtuvieron los grupos control VEH y CON (50% y 60%



donde hay astrocitos reactivos (Fig. 17).

e o

Tabla 1. Porcentaje de ratas con colaterales axonicos aberrantes a nivel del epicentro.

??rupos Ausente Leve a Moderado| _ Abundante
MP 50 33 17
INP 20 20 60
M-+ 60 40 0
VEH 17 50 33
CON 20 60 20

e

|

I
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respectivamente)(Figs. 8B, 13.). Los axones aberrantes aparentemente no crecen en zonas
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‘1gura 1 I- Degeneracion cefélica al epicentro
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Figura I1: Tmigencs que muestran la degeneracion Lipica de los cordones posteriores en sentido cefilico al
epicentro. (A). panoramica con la zona de degeneracion (delimitada en negro) incluyendo la porcion central de los
cordones y con salida hasta la periferia. en forma de 0jo de cerradura antigua. (B). detalle de la zona de
degeneracion. Técnica: Sevier-Munger. barra = A: 200 M, B3 100 .



Figura 12- Degeneracion caudal al epicentro
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Figura 12: madgenes que muestran la degeneracion tipica dc los cordones posteriores cil sentido caudal al epicentro.
(A). panoramica con la zona de degeneracion localizada en la porcion central de los cordones posteriores
(delimitada en negro). (B). detalle de la zona de degencracion. Técnica: Sevier-Munger. barra = A: 200 p, B 100



Figura 13: Imagenes del cpicentro de una ME del grupo CON. (A), panoramica: (B), detalle donde sc muestran una
cantidad moderada de axones aberrantes (flechas) en asociacion con ¢l grupo compauo de ¢élulas localizado al
interior del quiste. Técnica: Sevier-Munger. barra = A: 200 y, B: 20



Figura 14- Ejemplo de axones aberrantes abundantes (grupo INP)

Figura 14: hndgences del epicentro de una ME del grupo INP. (A). panoramica; (B). detalle donde se muestran
abundantes colaterales axonicos aberrantes (flechas) en asociacion con un cumulo de células intracavitarias,
Técenica: Sevier- Munger. barra = A: 200 u, B: 20 n
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Figura 15- Ejemplo de axones aberrantes ausentes (grupo MP)
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Figura 15: Imagenes del epicentro de una ME del grupo MP. (A), panordmica: (B). detalle donde se muestran un
-grupo compaclo de células del interior del quiste y ausencia de colaterales axonicos aberrantes. Téenica: Sevier-
Munger. barra = A: 200 p. B: 20
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Figura 16- Ejemplo de axones aberrantes ausentes (grupo M+1)
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Figura 16: Imdgenes del epicentro de una ME del grupo M+1. (A), panordmica: (B), detalle donde se muestran

grupos compactos de células al interior del quiste. No se observan colaterales axonicos aberrantes. Técnica: Sevier-

Munger. barra = A: 200 p, B: 40 p
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Figura 17- Plasticidad y astrocitos reactivos

Figura 17: Imagenes comparativas con 1a técnica de Sevier-Munger (A) €
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Resultados de la morfometria

Fn la tabla 1 se muesira un resumen de los resultados de la evaluacidn

morfométrica. En las figuras 18 a 22 se muestran en forma grafica las areas de tejido

medular preservado en cada una de las regiones evaluadas.

Tabla 1. Area preservada (mm’) de parénquima medular en epicentro y regiones

adyacentes, por grupos.

Region MP INP M-+1 VEH CON NL
Epicentro X 0.78 0.53 0.67 0.72 0.32 3.49
DS 028 0.21 0.16 0.42 0.23 0.18
ES 0.11 0.09 0.07 0.17 0.10 0.05
% de NL 22.58____ L.’}.S'T__ {9.14 20.63 9.28 100
Cefalico X 316 275 294 2.75 2.24 3.49
(2 mm) DS 0.48 0.92 0.42 1.07 0.79 0.18
ES 0.19 0.41 0.19 0.48 0.35 0.05
%deNL 9054 7880 8424  78.80  64.18 100
Cefalico X 357 3.8 3.50 3.32 3.36 3.49
(4 mm) DS 0.24 0.31 0.31 0.73 0.51 0.18
ES 0.10 0.14 0.14 0.30 0.23 0.05
%deNL 1023 1054 1003 9513 9627 100
Caudal X 3.88 3.65 283 338 243 424
(2 mm) DS 0.87 0.34 1.27 0.87 0.55 0.50
‘ ES 0.36 0.17 0.57 0.35 0.25 O0.11
%deNL 9151 8608 6674 7972 5731 100
Caudal X 479 453 409 419 4.22 424
(4 mm) DS 0.50 0.66 1.08 0.78  0.42 0.50
| ES 0.21 0.30 0.48 0:32 0.19 0.11
% de NL 112.97 106.84 96.46 98.82 99.53 | - 100
X media
DS desviacion estandar
ES error estandar
% de NL porcentaje de tejido medular integro en relacion a la ME normal,

tomando como referencia la media del area medida.




Figura 18- Area de tejido medular preservado en el epicentro
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Figura 18: A nivel del epicentro se midi6 una cantidad de tejido medular preservado muy

inferior al normal (entre 10 y 20% aprox.). En la evaluacion estadistica todos 1os grupos

mostraron diferencia significativa con el normal (NL/T = normal a nivel toracico). Al

comparar los grupos de ratas lesionadas entre si se encontrd diferencia significativa entre

MP y M+I vs CON. Grifica: media mas-menos desviacion estandar



Figura 19- Area de tejido medular preservado a 2 mm

en sentido cefdlico al epicentro

al- T )
ST I -

" -
g =
Ses
o oot
m S W
o T -
1)
o
wpnd
Q
E 2
=

| 1 L

MP INP M+ VEH CON NLT

Grupos

Figura 19: A 2 mm en sentido cefdlico al epicentro se observa una recuperacidn importante

Adel tejido medular integro de los grupos lésiOnados (aprox. 60 a 90% en relacion al

normal). Al comparar todos los grupos, solo se encontré diferencia co_n significado

estadfstico entre NL/T  vs C()N y MP VS CON. Nota- cuando la distribucidn de los datos no ¢s normal,
los resultados se muestran en gritfica de cajas, Significado de las Hneas: linca en ¢l interior de la caja = m'n:dizma, |
linea inferior de la caja = 25%, fnea 5upcriur de la caja. = 75%. punto mds bajo de la linea de dispersion = ‘valm-'

minimo ¢n la serie, punto mds alto = valor miximo.



Figura 20- Area de tejido medular preservado a 4 mm

en sentido cefdlico al epicentro
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- Figura 20: A 4 mm en sentido cefélico al epicentro, la cantidad de tejido medular integfo

- medido en muchos animales lesionados resulto ser mayor al medido en los normales. La

~media de los grupos MP, INP y M+1 fue ligeramente superior a la media del grupo normal,

siendo la media mas alta la del grupo INP. En la evaluacion estadistica no se encontraron

diferencias significativas entre alguno de los grupos. Grafica: media mis-menos desviacion estandar -
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Figura 21- Area de tejido medular preservado a 2 mm

en sentido caudal al epicentro
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Figura 21: A 2 mm en sentido caudal al epicentro, al igual que en sentido cefdlico se
Qbserva una mayor cantidad de tejido medular fntegro (aprox. del 60 al 90 % en relacidn al
NL/TL = normal toraco-lumbar '). En la evalhacidﬁ estadfstica se encontraron las siguientes
diferencias significativas: |

NL vs TODOS (excepto MP):  MP vs CON;  INP vs CON

Significado de las lineas de la grifica de cajas en Fig. 19,

oty . e e | -
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Figura 22- Area de tejido medular preservado a 4 mm

en sentido caudal al epicentro
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Figura 22: A 4 mm en sentido caudal al epicentro  se observé un fendmeno similar al

- descrito para la misma distancia en sentido cefdlico. En muchos animales se midio drea de
tejido medular fntegro superior a la normal, La media en los grupos MP e INP fue mayor a
la NL/TL , mientras que la media de los otfos grupos fue muy similar (ligeramenté inferio_r)
“a la normal. Al compararlos estadfsticamente  ninguno fue diferente de manera significa-

tiva. Significado de las lincas de la grifica de cajas en Fig. 19,
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Correlacion morfo-tfuncional
De la correlacion entre la cantidad de tejido preservado a nivel del epicentro de
cada especimen con cada una de las pruebas funcionales, se encontrd que las diferentes

pruebas utilizadas tienen diferente coeficiente de correlacion (Tabla II).

Tabla Itl. Correlacidn entre drea de parénquima medular preservado a nivel de epicentro y

resultado de las diferentes pruebas funcionales.

* Longitud de  Errores en Base de Escala de Plano Base de
Zancada Rejilla Sustent. T. Tarlov Inclinado  Sustent. D.
Coeft. Correl 0,768 -0.564 -0.541 0.512 -0.386
Valordep  0.000001 0.0014 0.0025 0.0045 0.0082 0.0385
% en escala 24 18 {7 16 14 I

* Correlacion de Pearson

Propuesta de una escala funcional ponderada

Tomando como punto de referencia la cantidad de tejido preservado a nivel del
epicentro y de acuerdo a la manera que se correlaciona cada una de las pruebas funciona-
les con dicha medida, se propone una escala de estado funcional de ratas con secuelas de
LTME en estadio cronico. La longitud de zancada, que tiene el mayor coeficiente de
correlacion "pesa” mas en la escala ponderada que la base de sustentacion delantera, que
posee la correlacion mas baja. En base a una regla de 3 se proponen los 'sigui'entes porcen-
tajes anotados en el tltimo rengldn de la Tabla I11. Los resultados funcionales en base a
esta escala se presentan en forma grafica (Fig. 23). |

La ecuacion que permite predecir el tamaiio del epicentro, obtenida de la regresion
lineal multiple, tiene un valor de p < 0.0001. Se enuncia como sigue:
Epicentro = -2.10 + (0.00116 [Tarlov]) + (0.0129'[plano inclinado]) - (0.258 [indice errores]) +
(0.312 [BSD]) - (0.116 [BST]) + (0.174 [longitud de zancada]) |

i i ., — t et —— . -
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Figura 23- Evaluacion funcional en la semana 8, con la escala ponderada
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Figura 23: En la comparacién de los resultados funcionales a la 8* semana, entre los
diferentes grupos, utilizando la escala ponderada propuesta, se encontraron diferencias

significativas entre MP vs CON, INP y M-l. Grifica: media mas-menos desviacion estandar
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Correlacion entre funcion motora e incidencia de axones aberrantes neoformados

En la tabla 1V se muestra en orden descendente ta calificacion en la escala fun-

cional ponderada que obtuvo cada una de las ratas del estudio, se seifiala el grupo al que

corresponden y la incidencia de axones aberrantes. No se encontro correlacion entre la

funcion motora global y la presencia (o ausencia) de axones aberrantes.

Tabla IV. Correlacion entre la calificacién funcional (tomada de la escala ponderada) y la

incidencia de axones aberrantes neotormados en el epicentro.

Grupo Funcion  [Incidencia de
motora (%) | axones (*)

MP 81 2

MP 70 l
VEH 68 0
VEH 65 2

MP 64 I
VEH 62 I

INP 61 2

MP 59 0
VEH 55 l
CON 51 0
CON 48 2
M-+ 46 ()

MP 46 0
M-+l 45 0

Grupo Funcion |Incidencia de
motora (%) | axones (*)

INP 45 0
INP 42 2

MP 40 0
M+ 37 l
M-+ 37 I
VEH 36 I
CON 28 1
M+ 23 0
CON 14 1
CON 10 1
VEH 9 2
INP 2
INP 7 1

* Incidencia de axones neoformados: 0 = Ausente; 1 = Leve a moderado; 2 = Abundante

e b v Sl a— A || . wma . s



DISCUSION

En el presente trabajo probamos en un modelo de contusion controlada de la ME el
efecto neuroprotector del INP, de la administracion parenteral de megadosis de MP y de la
combinacion de ambos, buscando un efecto sinérgico. Los resultados fueron evaluados

desde el punto de vista funcional (motor) y morfologico.

Neuroproteccion

La neuroproteccion, entendida como cualquier medida que evite o disminuya el
proceso de lesion neuroldgica secundaria, debe manifestarse, entre otros parametros, en la
mejor evolucion clinica y menor destruccion del parénquima medular después de una
LTME,

En el presente trabajo, todas las pruebas funcionales, independientemente del grupo
de estudio, reflejaron una profunda alteracion motora después de producida la lesion. Con
el paso del tiempo se observo mejoria progresiva y en algunos casos con diferencia signi-
ficativa entre los grupos. En el estudio morfoldgico, también se encontrd, en todos los
grupos, destruccién parenquimatosa importante a nivel del sitio de lesion, aunque la eva-

luacion morfométrica permitio identificar diferencias significativas entre algunos grupos.

Tratamiento con MP

De nuestros resultados, en términos generales, el grupo que obtuvo mejor califica-
cion en las diferentes pruebas funcionales y mayor cantidad de fejido preservado a nivel
del epicentro fue el tratado inicamente con MP, mientras que el grupo con las peox_'és
calificaciones en cuanto a funcién motora y menor cantidad de tejido preservado en el
epicentro fue el control que no recibio ning(n tratamiento. Nuestros resultados concuerdan
con la neuroproteccion parcial reportada en numerosos trabajos previos, en los cuales se
han administrado megadosis parenteral de MP, tanto en modelos experimentales de

LTME @523 1019 como en pacientes con traumatismo raquimedular.**** El

R N S g S — R L



principal mecanismo de accion atribuido al fairmaco en cuestion, es su efecto anti-

: 7.8, 8900, 94, 96, 103, 159
oxidante. '

Tratamiento con INP

En el grupo tratado tnicamente con INP no encontramos evidencias de un efecto
neuroprotector. Se observo una recuperacion motora pobre, similar a la registrada en el
grupo control que no recibio ningln tratamiento. Ademas, el area de tejido medular
preservado en el epicentro, solo fue ligeramente superior al gruno control en cuestion, sin
diferencia significativa.

El trasplante de nervio periférico es capaz de proteger de dario secundario a es-

tructuras del SNC. como se ha demostrado en lesiones excitotoxicas del estriado'**

yen
laceracion completa de la ME.* En el presente trabajo, no observamos ningiin efecto
neuroprotector mediado por el INP. No nos queda claro por qué no obtuvimos el efecto
esperado. Especulamos que pudiera estar en relacion a aspectos 'metodologicos como el
tipo y la intensidad de la lesion, o bien con las caracteristicas del material implantado (que
existan diferencias si el nervio se implanta en fragmento, como células disociadas o como
células cultivadas). Otro aspecto a considerar en la explicacion de la ausencia de un efecto
neuroprotector mediado por el implante, es el posible dafio mecénico (por exceso de vo-
lumen) ocasionado por la inyeccion de las células disociadas; a diferencia del método
usado en LTME por laceracion completa donde queda un espacio amplio para colocar el
implante®, en el presente trabajo no se resecd un fragmento de ME y las meninges sé
mantuvieron integras, impidiendo una distension excesiva de la ME que ya de por Si se
edematisa como parte de la lesion secundaria®, Es posible que la inyeccién del vehiculo
no sea un testigo adecuado para el efecto mecénico de la in'yecci(’)n. de células disociadas,
ya que por tratarse de una solucidn fisioldgica inyectada muy lentamente y sin particulas
grandes (como las células) puede difundirse rapidamente en los tejidos y reabsorberse, sin

dejar daiio adicional por efecto de volumen.
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La metodologia empleada en el presente trabajo no nos permitio evaluar la sobre-
vida de las células implantadas. Se conoce que después de una LTME ocurre una migra-
cion espontanea de células de Schwann hacia la zona de lesion. procedentes de nervios

periféricos vecinos™ '’

y aun cuando identificamos en el drea de lesion células con
morfologia compatible con células de Schwann, no podemos asegurar que sean las im-
plantadas, ya que no las marcamos y también se encontraron presentes en el area de lesion
de animales no implantados.

Es poco probable que se hayan rechazado las células implantadas, ya que en nin-
guno de nuestros animales se encontrd infiltrado inflamatorio que sugiriera un fendomeno

1. en relacion a la respuesta

de rechazo, lo cual concuerda con los estudios de Duan et a
inmune contra células singénicas, alogénicas o xenogénicas implantadas en el SNC de
ratas adultas. Ellos reportan que el trasplante singénico se asocia a una respuesta infla-
 matoria leve, temprana y transitoria, atribuible al procedimiento de trasplante, sin
evidencia de rechazo a largo plazo; la respuesta inflamatoria al trasplante alogénico es
ligeramente mayor y dura un poco més de tiempo, pero no es suficiente para causar
rechazo, mientras que la respuesta al trasplante xenogénico es mtensa y en todos los casos
lleva al rechazo. También concuerda con la respuesta inmune contra células de Schwann
singénicas o alogénicas implantadas en nervio periférico®” donde las primeras sobrevivie-

ron y favorecieron el crecimiento axonal, mientras que las alogénicas fueron rechazadas.

Tratamiento con MP+INP

En el grupo de ratas tratadas con INP y MP, se buscaba un efecto sinérgico de
ambos tratamientos, ya que a pesar del efecto antioxidante de las megadosis de MP
después de LTME, este farmaco tiene limitaciones como neuroprotector, pues no ha
probado ser atil para controlar algunos mecanismos de lesion secundaria, como el incre-
mento en los niveles de eicosanoides.” Ademas, la MP puede tener efectos negativos,
como se observo en lesiones del estriado inducidas por dcido quinolinico, donde el |

pretratamiento con megadosis de MP resulta en lesiones del doble de tamaiio, comparado
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con los tratados con vehiculo; en este caso, el efecto glucocorticorde de deplecion de
energia, opaco cualquier efecto positivo antioxidante.'™

Debido a las limitaciones de la MP se han intentado otras alternativas terapéuticas
que potencien su efecto aislado. Tal es el caso del efecto sinérgico que se observd en un
modelo de compresion medular al combinar MP con aplicacion intralesional de factor de
crecimiento fibroblastico basico [bFGF]'' ( factor que promueve regeneracion y sobrevida

L2819y estimula la angiogé-

de neuronas lesionadas, neutraliza aminoacidos excitatorios
nesis™). También se observo un efecto sinérgico al combinar MP con el bloqueador dz
canales de calcio flunarizina, resulté que la recuperacidn de potenciales evocados somato
sensoriales después de LTME experimental fue mayor al combinar ambos farmacos en
comparacion con el uso individual de los mismos.’’

En nuestro trabajo no observamos sinergismo al combinar INP y MP. Tanto en la
evaluacion clinica como en la evaluacion morfométrica, las ratas del grupo en cuestion
mostraron resultados ligeramente inferiores a las ratas del grupo tratado con solo MP. Las
diferencias favorables (con significancia estadistica) que se observaron al comparar el
grupo combinado con el grupo que no recibig tratamiento alguno, tanto en algunas pruebas
funcionales, como en la evaluacion morfométrica, deben ser atribuidas a 1a MP mas que al
INP, a juzgar por los resultados independientes de cada una de estas variables.

No siempre la combinacion de dos neuroprotectores produce resultados satisfacto-

* donde se busco un posible efecto sinérgico

rios, como se demostro en un trabajo reciente
en un modelo de L.TME aguda de dos neuroprotectores conocidos: MP y ganglidsido

- GM1. Resultd que el ultimo bloqued los efectos benéficos de la MP. Cabe mencionar que
los gangliosidos exogenos pueden modular la capacidad del SNC para modificar su res-
puesta a sefiales del microambiente. Por ejemplo, amplifican la respuesta de las neuronas a
factores neurotroficos y protegen de la neurotoxicidad provocada por los aminoacidos
excitatorios limitando la sobrestimulacion de los receptores."’ A pesar de dichas propie-

dades, ¢l resultado de la combinacion de MP + GM1 fue negativo. Los autores lo
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atribuyen a que el GM1 inhibe a las lipocortinas que son mediadores del efecto anti

inflamatorio de los glucocorticoides.

Plasticidad

En las evaluaciones morfologica tdentificamos un fenomeno de plasticidad. ca-
racterizado por la formacidn de colaterales axdnicas aberrantes a nivel del epicentro. Este
fenomeno se mantfestd de manera diferente entre los grupos estudiados.

Se conoce que en muchas regiones del SNC ocurre reinervacion de neuronas
desnervadas parcialmente por crecimiento colateral de neuronas no dafiadas,’® 77 16170
Se ha propuesto que el crecimiento de colaterales de axones de raices dorsales distales a
una hemiseccion medular a nivel toracico bajo es responsable de la reinervacion de
regiones de substancia gris medular desnervada parcialmente.” ™ "7 En la ausencia de
regeneracion de las vias seccionadas, se ha sugerido que tal reinervacion procedente de las
raices dorsales esta involucrada en la recuperacion motora postlesion en dichos animales™

3

"7y también en la espasticidad humana."' La observacion de que la rizotomia ipsilateral

P18 apoya la

y caudal a una hemiseccion evita permanentemente la recuperaciéon motora,
hipotesis de que el sistema de aferentes primarios esta involucrado en la recuperacion de la
funcion motora. Este concepto se ha reforzado mas recientemente mediante el analisis de
la locomocion y de los reflejos.”

Notablemente en los grupos que recibieron MP, la incidencia de axones aberrantes
a nivel del epicentro fue menor al compararla con la observada en los otros grupos, parti-
cularmente con el tratado solo con INP. En base a los conocimientos actuales y a nuestros
resultados no es posible definir el mecanismo por el cual la MP bloquea la formacion de
tales colaterales axonicos. Es ampliamente conocido que las hormonas esteroides juegan
un papel muy importante en la regulacion del desarrollo, crecimiento, homeostasis y
muerte. De los efectos bloqueadores de los glucocorticoides destacan: disminucion de la
velocidad de sintesis de colagena” resultando en retardo y eventualmente bloqueo de la

130, 1

cicatrizacion;™ supresion del sistema inmune por diversos mecanismos; "' bloqueo de
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la produccion de diferentes factores tréficos incluyendo factor de crecimiento de quera-

l,JY

tinocitos,”® factor de crecimiento epidermal,’” y factor de crecimiento similar a la insulina

02, 1249

;% también participan en la muerte celular programada. l.os glucocorticoides y los
receptores de aminoacidos excitatorios. se han relacionado a la atrofta (inducida por
estrés) de las dendritas apicales de neuronas del hipocampo.'”’

Desconocemos reportes donde se relacione a los glucocorticoides y en particular a
la MP con fenomenos de neuroplasticidad anatdmica; pudiera tratarse de una expresion
adicional de bloqueo provocada por corticoesteroides, posiblemente relacionado a la
inhibicion de factores neurotroficos. La metodologia empleada en el presente trabajo no
nos permite explicar este fenomeno, para lo cual se requiere de estudios adicionales. La
respuesta pobre al combinar ganglidsido GM L y MP.,* a la que hicimos referencia en
parrafos anteriores, podria explicarse en base a nuestros resultados, ademas de la explica-
cion que dan los autores, por el antagonismo que ambos farmacos tienen en relacion a la
neuroplasticidad, pues mientras el GM1 es un inductor de neuroplasticidad conocido,'""'*
la MP la bloquea.

Se ha demostrado ampliamente que las células de Schwann y sus productos neuro-
tréficos proveen un ambiente favorable para la regeneraci(')ﬁ axonal sostenida.' > '*" En
nuestras condiciones experimentales, se observo que el INP (solo, sin combinar con MP)
favorece la plasticidad anatomica en cuestion. En este sentido, nuestros resultados con-

7128 quienes hicieron

cuerdan con los reportes histologicos de Martin y colaboradores'
estudios de trasplante inmediatamente, 2, 4 y 7 dias después de una LTME, utilizando
inyeccion intralesional de células de Schwann singénicas, cultivadas. La mayor sobrevida
de células implantadas la encontraron en los extremos (inmediato y 7 dias); reportan qué
en torno a las células de Schwann se formaron abundantes prolongaciones nerviosas
aberrantes, aparentemente originadas dz los ganglios de las raices dorsales, a juzgar por los
neurotransmisores que contenian; no reportan evaluacion funcional.

En el grupo control de ratas lesionadas que no recibieron tratamiento y en las

inyectadas con el vehiculo del implante, la inctidencia de axones aberrantes neoformados
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fue catalogada como moderada. Como se describio en los antecederites, después de una
LL.TME se crea, de manera espontanea, un microambiente que favorece los fenomenos de

plasticidad anatomica, caracterizado por el incremento de diferentes factores neurotroticos,

12, 7L 73,111,152, 156 3 5,52, 119

sus receptores y la proteina asociada al crecimiento GAP-4
La falta de correlacidn entre la calificacion funcional global (ponderada) de cada
uno de los animales del experimento, con su correspondiente expresion de axones abe-
rrantes a nivel del epicentro, nos hace pensar que la presencia o ausencia de dichos axones
no influye en el comportamiento motor que se expresa después de la lesion. Por su posible

12812 hudieran estar mas relacionados con la

origen en los ganglios de las raices dorsales
funcion sensitiva, la cual no fue evaluada en este trabajo.

| Existen ejemplos de plasticidad aberrante que en parte explican el deterioro de la
funcion, como en el caso de el crecimiento colateral axénico en torno a las placas cere-
brales de amiloide, que se presenta en la enfermedad de Alzheimer.”' No descartamos que
la plasticidad observada en nuestro trabajo, genere circuitos neuronales anormales que
lejos de ser favorables para la recuperacion funcional, la distorsionen.

Respecto a la observacion de que las colaterales axdnicas neoformadas en la zona

de lesion crecen en donde los astrocitos reactivos son escasos 0 ausentes (Figura 17),

1,* quienes reportan que después de LTME, los

concuerda con los resultados de Curtis et a
axones neoformados en la zona de lesion, identificados por la expresion de altos niveles de
GAP-43, no crecieron en contacto con astrocitos; aparentemente su crectmiento se asocio a

capilares neoformados, cuyas células expresan algunos factores neurotroficos.' '*

Indice de sobrevida

El bajo indice de morbi-mortalidad observado en todos los grupos del presente
experimento, contrasta con el alto indice de morbi-mortalidad observado en otros estudios
expérimentales de LTME.*** Es muy probable que la diferencia se explique por el tipo y
la intensidad de la lesion, ya que en el presente trabajo se produjo una contusion medular

con intensidad de leve a moderada, que en todos los casos mantuvo una porcién anatoémi-
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camente integra de ME a nivel del epicentro, mientras que en los ofros estudios la lesion

producida fue una laceracion completa.

Escala funcional ponderada

No todas las pruebas funcionales deben retlejar con la misma precision el estado
funcional o el grado de recuperacion de los animales. Mas alla de la evaluacion del estado
funcional por pruebas independientes, diversos autores han disefiado escalas que agrupan
diferentes pruebas funcionales para evaluar el déficit” o la mejoria'' funcional en modelos
de LTME. En dichas escalas, el peso de las diferentes pruebas en el porcentaje total de la
escala, es dado de una manera arbitraria.

En nuestro trabajo, al correlacionar el resultado de cada una de las pruebas funcio-
nales con la cantidad de tejido preservado en cada uno de los especimenes, encontramos
diferentes grados de correlacion. En base a estos resultados propusimos una escala en la
que el valor relativo de cada prueba tuviera un peso diferente en la escala global,,b'asado
en su coeficiente de correlacion. En un trabajo reciente, demostraron una correlaci()ri
positiva entre severidad de la lesion, funcion neuroldgica residual, axones preservados a
nivel del sitio de lesion y nimero de neuronas marcadas retrogradamente en diferent‘e‘s |

nucleos cerebrales.®’
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CONCLUSIONES

En ratas adultas sometidas a una contusion de la médula espinal a nivel tordcico bajo. de

intensidad moderada:

- La administracion parenteral temprana de metilprednisolona favorece una recuperacion

funcional parcial.

- El implante temprano en la zona de lesion de 10 pl de una suspension de células
singénicas de nervio periférico o de su vehiculo (solucion salina balanceada de Hank), no

favorecen la recuperacion funcional, pero tampoco incrementan el déficit funcional.

- El tratamiento temprano con la combinacion de metilprednisolona e implante de células
de nervio periférico, produce una recuperacion funcional de menor magnitud a la

observada con solo aplicar metilprednisolona.

- La cantidad de tejido medular preservado a nivel del epicentro se correlaciona positiva-

mente con los resultados funcionales.

- La administracion de metilprednisolona bloquea la formacion de colaterales axénicos
aberrantes a nivel del epicentro, mientras que el implante de células de nervio periférico

estimula dicho proceso plastico.

- La presencia o ausencia de colaterales axonicas aberrantes en cuestion, notablemente no

se correlaciona con la evaluacion funcional motora.
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