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RES UM EN 
	

A BSTRA CT 

La lesión traumática de la mé(hila e.spinal 
[MEI permanece como un problema sin resol-
ver, a pesar de la mejoría relativa que se obtie-
ne con algunos tratamientos farmacológicos. 
La meülprednisolona liMP1 se considera el 
"estándar de oro" en el tratamiento para la 
lesión 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 células clisociadas de 
nervio perilérico [INP] para reforzar el efecto 
de la MP, en un modelo de contusión medular 
en rata, que semeja la lesión traumática de la 
ME en humanos. 

Bajo anestesia, ratas singénicas Fischer 
adultas, fueron sometidas a contusión modera-
da (45 g cm-') de la ME en T-9. Cinco grupos 
de 6 ratas c/u fueron tratados inmediatamente 
después de la lesión de la siguiente manera: 1) 
MP, 3 dosis de 30 mg kg-1  IP seguidas por 2 
dosis de 60 mg kg-' IM en un lapso de 24 h; 2) 
INP en la zona de lesión., usando 10 Id de 
células disociadas en sol. de Hank; 3) combi-
nación de MP e INP; 4) Inyección de 10 pi de 
sol. de Hank [VEI{J en la zona de lesión; 5) 
únicamente lesión. Antes de la cirugía, todos 
los animales se condicionaron para realizar las 
pruebas funcionales. Después de la lesión, se 
evaluaron cada semana con una batería de 
pruebas funcionales incluyendo: marcha libre 
sobre el piso, prueba del plano inclinado, 
caminata en rejilla de alambre y análisis de 
huellas podales. Ocho semanas después de la 
lesión, las ratas se sacrificaron para estudios 
morfológicos. 

El mejor grupo en las pruebas funcionales 
fue el tratado únicamente con MP, mientras 
que el peor fue el control que no recibió trata-
miento; En el estudio morfológico se observó, 
en todos los casos, ausencia de substancia gris 
a nivel del epicentro (zona de mayor desttuc- 

Besides the relativo improvement obtained 
with pharinacological treatments, acute yinai 
con/ [Sel injury rcivains a non-solved 
problem. illethylpreihúsoloire IIMP1 is 
considered the clinical standard oí therapy 
atter acute SC injury. it has been recom-
mended that any new treatment be as gond or 
better than MP. Because of the limited 
effectiveness or the treatment of SC injury 
with MP, rn Chis work we tested a therapeutic 
alternative using a syngeneic implant of 
dissociated cells. from peripheral nerve [PN1] 
to horst the &Ved oí MP, in an experimental 
SC contusion model in rats that resembles 
human SC injury. 

Under anesthesia, adult female inbred 
Fischer rats were subjected to SC contusion 
(45 g 	at T9 levet. Five groups of 6 rats 
each were treated inunediately after the injury 
as tbllows: 1) MP, 3 doses of 30 mg kg'' IP 
followed by 2 doses of 60 mg kg' 1M in a 
period of 24 h; 2) PN1 to the SC injured arca 
using 10 Id of dissociated cells (in Hank's 
solution); 3) combination of MP and PNI (as 
aboye); 4) injection of 10 III of Hank's.  
Nvhdion [V.EH] in the SC injured arca; 5) 
injured only. To assess the motor déficit and 
recovery, before injury 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 
analysis. 	rats were killed on week 8.  
afler SC injury, for SC morphologic and 
morphornetric analyses. 

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



clon medular) y preservación de una cantidad 
variable de substancia blanca, la. cual fue signi-
ficativamente menor en todos los grupos de 
ratas lesionadas, en relación con las normales 
(aprox. entre 10 y 20% del normal). Al compa-
rar los grupos de ratas lesionadas entre si, se 
encontró diferencia significativa a favor de las 
tratadas con MP (sola o combinada con INP) 
vs únicamente lesionadas. Usando inmuno-
histoquímica con GFAP se identificaron abun-
dantes astrocitos reactivos en el parénquima 
medular preservado de la zona de lesión; 
fueron escasos o ausentes en las porciones 
destruidas o con infiltrado inflamatorio abun-
dante. Con la impregnación argéntica de Sevier 
y Munger, a nivel del epicentro y en regiones 
vecinas, se identificó un fenómeno de plastici-
dad caracterizado por la presencia de colatera-
les axónicos neoformados, con un trayecto 
aberrante. En general, la cantidad de estos 
axones en animales no tratados se calificó de 
moderada, en los tratados con solo INP se 
calificó de abundante, mientras que en las ratas 
que recibieron MP sola o combinada con INP, 
la presencia de los axones aberrantes fue escasa 
o ausente. 

Se concluye que la MP tiene un moderado 
efecto neuroprotector y bloquea parcialmente 
la formación de colaterales axónicas aberrantes 
a nivel del epicentro. El INP no demostró ser 
útil como neuroprotector y aparentemente fa- 
vorece la neolbrmación de colaterales axónicas 
en la zona de lesión. 

tisstte) was lost. A variable amount of white 
matter was spared, located mainly at the lateral 
and ventral portions of the damaged SC. The 
amount 	spared white matter at the epicenter 
was in all injured groups significantly lens than 
uninjured (between 10 and 20% of uninjured 
approx.). Among the injured groups, 
significant difierences were ibund between 
groups treated with MI) (alone or combined 
with PN1) and the injured only group. Using 
immunohistochemistry to GFAP, abundant 
reactive astrocytes were identified in the 
spared SC tissue, but they were scarce or 
absent in arcas of parenchymal destruction or 
in presence of inflammatory infíltrate. A 
particular phenonienon of plasticity al the 
epicenter and neighboring area was observed 
after using the Sevier-Munger silva nitrate 
method for nerve flbers, It is characterized by 
the sprouting of axon collaterals with an 
aberrant course. iln general, the amount of 
diese 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 conclusión, under the parádigms used in 
this work, "MP, has a.moderate neuroprotective 
effect, and also partially blockS the abnormal 
sprouting at the arca of injury. PNI does not 
show a neuroprotective. effect, although it 
enhances the abnormal sprouting lit the lesión 
zone: 
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ANTECEDENTES 

A) Introducción 

La lesión traumática de la médula espinal [LIME! en los seres humanos representa 

un problema socioeconómico de gran magnitud. Su manejo integral es muy complejo, 

requiere de la intervención de un grupo multidisciplinario y de tecnología especializada 

desde el momento del accidente hasta que el individuo es rehabilitado, generalmente con 

graves secuelas neurológicas permanentes."' -7.2.  "1  La merbi-mortalidad es considerable- 

mente elevada, aun en los centros de atención especializados en este tipo de lesión.'' 

La incidencia de LTME en la población civil de Estados Unidos es de 40 por 1,000,000 de 

habitantes por año y la mortalidad global por dicha lesión es del 11%» En nuestro país 

no contarnos con estadísticas al respecto. 

El desarrollo de diferentes modelos de LTME en animales ha permitido conocer- 

muchos aspectos de la fisiopatología y probar diferentes estrategias de tratamiento, 

también han permitido profundizar en el conocimiento de la degeneración, regeneración y 

plasticidad del sistema nervioso central [SNC]. Actualmente se acepta que entre los 

diferentes modelos de LTME, la lesión experimental tipo contusión-compresión es el 

modelo de lesión que más 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 neurológicas después de una LTME no han mostrado resultados halagadores, 

a excepción de la administración de metilprednisolona [M11 durante las primeras 8 horas 

después de producida la lesión, lo que permite una cierta mejoría en la función motora de 

los pacientes sometidos a esta terapia.3". 
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13) Fisiopatología de la lesión traumática de la médula espinal 

Después de producir una L'EME, el daño no queda confinado exclusivamente al 

sitio de la lesión original. Al paso del tiempo también se produce destrucción del parén- 

quima medular contiguo. así como destrucción o atrofia de algunas neuronas distantes a la 

zona de lesion.". <9. 81. ItYl. 108. 175 

El periodo de latencia entre el momento de la lesión y el desarrollo de necrosis 

máxima, permite diferenciar los eventos de la LTME en "primarios" y "secundarios". Los 

eventos primarios son el resultado directo del trauma inicial y varían de acuerdo al tipo e 

intensidad del mismo, mientras que la lesión secundaria es la producida por una secuencia 

de eventos deletéreos que siguen a la lesión primaria y que conllevan a un grado mayor de 

necrosis parenquimatosa.' 1 "8.  

Diferentes grupos de investigadores han reportado diversos mecanismos secunda- 

dos como responsables del daño final en la LTME. Probablemente la desregulación jónica 

sea el mecanismo de lesión secundaria más temprano, que obedece a la perturbación 

inicial de las membranas de las células dañadas, inducida por el evento traumático 

pdmario."- '' 116.1' " A medida que el tiempo transcurre, se desencadenan otros 

mecanismos deletéreos, entre los que se pueden destacar: producción de radicales libres y 

peroxidación de lípidos, isquemia y liberación de neurmansmisores con efecto tóxico. 

Desregulación jónica 

Como consecuencia del trauma inicial, las células de la substancia gis y muchos 

axones de la substancia blanca pierden el control de la regulación jónica y osmótica. Por 

tal motivo se inicia un intenso movimiento jónico que está determinado por sus gradientes 

de concentración y de carga; entre otras alteraciones a nivel intracelular, ocurre incremento 

de los iones de sodio y calcio, con disminución concomitante de los iones de potasio y 

magnesio. Al verse alterado el gradiente jónico, cesa rápidamente la conducción de impul- 

sos nerviosos y se favorece la formación de edema.'' 116, 
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El incremento intracelular descontrolado del calcio iónico libre. desencadena 

mecanismos de lesión que pueden llevar a la muerte celular por diversos mecanismos 

incluyendo: inhibición de las funciones mitocondriales, depleción de ATP por activación 

de ATPasa, activación de proteasas y fosfolipasas con el consiguiente catabolismo de 

proteínas y lípidos estructurales e inhibición del metabolismo celular."."- 	1" 

Los neurofilamentos constituyen la parte fundamental del citoesqueleto axonal ya 

que mantienen el calibre y la longitud del axón y participan en el transporte rápido.' 1'115' 

162  Las proteasas neutras activadas por calcio, producen una proteólisis masiva de los 

neurofilamentos, que puede llevar a la pérdida de soporte estructural con colapso progre- 

sivo y fragmentación del axón, todo lo cual ocurre durante las primeras horas o días subse- 

cuentes a la lesión.15. 17," 
 "''•'{'z 
	 " El calcio libre intracelular también activa proteasas y 

fosfolipasas que a su vez encuentran corno substratos los componentes de la mielina y 

pueden, en el mismo lapso, producir una desmielinización completa en el área de la 

lesión."'" 

La disminución intracelular del magnesio iónico es directamente proporcional a la 

severidad de la lesión y su baja concentración altera actividades enzimáticas, disminuye la 

producción de energía y la síntesis de proteínas, además de que incrementa la permeabi- 

lidad de la membrana plasmática.' La concentración elevada de potasio en el espacio 

extracelular daña la conducción nerviosa y contribuye a la destrucción neuronal al favore- 

cer la liberación excesiva de aminoácidos excitatorios.' 

Neurotoxicidad por radicales libres y peroxidación de lípidos 

Después de una lesión neurológica aguda se producen abundantes radicales libres 

en la zona de lesión, originados principalmente durante la respiración mitocondrial, en la 

isquemia-reperfusión, por la conversión irreversible de la deshidrogenasa de xantina a 

oxidasa de xantina, como consecuencia de la autoxidación de catecolaminas, en la cascada 

del ácido araquidónico y como producto de los neutrófilos activados."' 1" 



El SNC puede ser particularmente susceptible al daño inducido por radicales libres 

por varias razones. Los lívidos de membrana son especialmente ricos en colesterol y 

ácidos grasos poli-insaturados, los cuales son blanco de compuestos activos de oxígeno 

(radicales libres de oxígeno y peróxido de hidrógeno).' El SNC es pobre en actividad de 

catalasa y de glutatión peroxidasa y tiene una cantidad moderada de superóxido dismutasa. 

Por el contrario, es rico en hierro y el hierro es el principal inductor de la producción de 

radicales libres en lesiones del SNC. El ácido ascórbico 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 función antioxidante, mientras que en presencia del hierro y 

del cobre liberados por la extravasación de sangre después del trauma, el ácido ascórbico 

se convierte en un potente oxidante y produce grandes cantidades de radicales libres.' Las 

neuronas contienen un gran número de lisosomas, cuyas membranas son dañadas por los 

radicales libres, dando por resultado la liberación de enzimas hidrolíticas dentro del cito- 

plasma de las propias neuronas."'" 

Tanto en lesiones medulares como cerebrales se ha demostrado incremento en la 

producción de malondialdehido (producto de la lipoperoxidación). En ambas lesiones se 

ha demostrado oxidación del colesterol extraíble y consumo de los principales anti oxidan- 

tes (ácido ascórbico y alfa tocoferol),'' 	así como inhibición de la actividad de la ATPasa 

sodio-potasio dependiente, siendo ésta una de las manifestaciones tempranas de la peroxi- 

dación de lípidos." 

Para evaluar el tiempo en el que se produce la lipoperoxidación, en la ME de ratas 

lesionada por compresión se midieron los niveles de malondialdehido a 1 y 1.5 min, así 

como a 1, 2 y 4 h postlesión; se encontró un incremento significativo a partir de los 15 

min, alcanzó el máximo a 1 h y después fue disminuyendo." 

Isquemia 

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

en el desarrollo de la lesión secundaria. Los valores del flujo sanguíneo inicialmente 
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permanecen en un rango noma] y alcanzan su nivel crítico en la región central entre una y 

tres horas postiesión; en la substancia blanca el nivel critico se alcanza más tardíamente. 

El grado de isquemia es directamente proporcional a la intensidad de la lesión e inversa- 

mente a la extensión de la recuperación funcional,' 

Entre los mecanismos fisiopatológicos de la isquemia, diferentes autores destacan: 

1- La acción directa del traumatismo sobre los vasos sanguíneos.' "2''76  

2- La hipotensión arterial sistémica ocasionada por disminución de la actividad simpática y 

predominio de la actividad parasimpática.' 11`) 

3- La vasoconstricción local por: 

a. Espasmo del músculo liso arteriolar como resultado de la elevación de los niveles de 

calcio intracelular.".  '" 

b. Elevación de metabolitos vasoactivos. El incremento intracelular de calcio jónico 

activa de inmediato a la fosfolipasa A2  lo que conduce a la liberación de ácido araquidó- 

nico y a la formación enzimática subsecuente de sus metabolitos eicosanoides entre los 

que se incluyen a las prostaglandinas F2,, y al tromboxang A2.923"0' 1{)1' 1'6' 1'4' 166' 1" 

c. Producción de radicales libres y peroxidación de lípidos vasculares.". 77' 

4- Microtrombosis por adherencia plaquetaria a las paredes vasculares alteradas, lo cual 

pudiera también estar determinado por un desbalance entre tromboxano y prostadiclina."' 
92. 100, 101 

Excitotoxicidad  

Algunos aminoácidos excitatorios corno el glutámico, el aspártico y el ácido quino- 

línico contribuyen al daño neuronal secundario.n." 	147, 184  Dichos aminoácidos en con- 

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 lesión directa de la membrana celular que los 

contiene, o bien, como resultado de la isquemia.'" El ácido quinolínico puede producirse 

en las células inflamatorias infiltradas en la zona de lesión.' 147  Los aminoácidos 
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excitatorios libres producen extensa excitación de las neuronas viables, en parte por 

permeación membrana' de calcio a nivel de los receptores N-metil-D-aspartato.'". ' 'I El 

efecto tóxico de dichos aminoácidos se conoce como excitotoxicidad. 

C) Regeneración y plasticidad en médula espinal 

Es bien sabido que en los mamíferos adultos las neuronas no tienen la potencialidad 

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

piada y espontánea para permitir el restablecimiento funcional.' "."• "' 1"7,1"9  Santiago 

Ramón y Cajal demostró que después de seccionar la ME de mamíferos, algunos axones se 

empezaban a regenerar, sin embargo, dicho proceso se detenía después de las primeras dos 

semanas de la lesión, siendo incapaces de retornar a sus blancos denervados; a este fenó- 

meno lo denominó regeneración abortiva.' El aborto de la regeneración de los axones 

medulares es un problema multifactorial: la cicatriz fibroglial1'151,182,  "3  y las cavidades 

que se forman en el sitio de la lesión tiene un efecto de barrera física para el crecimiento 

axonal;x5 ''°  el crecimiento axonal a través de la lesión también se detiene debido al esta- 

blecimiento de sinapsis inapropiadas (al azar) entre los brotes de crecimiento que emergen 

de los axones lesionados y neuronas denervadas muy próximas a los mistrios;22  el cono de 

crecimiento axonal es inhibido por contacto con pequeñas proteínas de membrana con 

masa molecular definida en 35 kDa (NI-35) y 250 kDa (NI-250), presentes en la membra- 

na de los oligodendrocitos maduros y en su producto: la mielina central"'"4' 165  o por una 

fracción de proteoglicanos presente en la membrana de la microglia activada." 

Durante la última década. con la utilización de diferentes estrategias, se ha logrado 

favorecer el recrecimiento a gran distancia de axones medulares seccionados. Schwab y 

sus colaboradores han conseguido regeneración exitosa de los axones de la vía cortico- 

espinal de rata. Ratas de 2 semanas de edad sometidas a una sección medular a nivel 

torácico, tratadas al nacimiento con radiaciones X para destruir los oligodendrocitos y 

evitar que se formara la mielina, 2-3 semanas después de la lesión mostraron recrecimiento 

de los axones corticoespinales 4.5-6 mm por abajo del sitio de lesión (el máximo fue de 



18.7 mm)." En otro trabajo reciente, también seccionaron la porción dorsal de la NI E 

incluyendo la vía piramidal en su totalidad, en ratas jóvenes y adultas; aplicaron un 

anticuerpo (1N-1) el cual neutraliza las proteínas asociadas a la mielina 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 lesión. En el mismo estudio demos- 

traron que la neurotrofina-3 promueve un intenso crecimiento colateral de las fibras 

corticoespinales seccionadas, aunque no se observó 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 lesión y forman una 

vía aberrante a través del tejido no dañado, rodeando el sitio de lesión; aparentemente 

hacen sinapsis con sus blancos apropiados en sentido caudal a la lesión.'" La capacidad 

para reorientar el crecimiento de las fibras corticoespinales en desarrollo está restringida a 

los días 5-6 postnatal en ratas.' Es posible que este fenómeno esté relacionado con 

cambios en el microambiente en torno a la vía piramidal en desarrollo, por ejemplo, la 

formación de mielina en el sistema de vías ascendentes largas vecinas a la vía piramidal 

pueden suprimir la capacidad de recrecimiento de los axones corticoespinales. El período 

crítico de 5 a 6 días postnatal que permite el recrecimiento de la vía piramidal de manera 

espontánea, puede ser extendido hasta 30 días postnatal en presencia de un trasplante de 

médula espinal [ME] fetal.' 

Uno de los resultados recientes más alentadores fue reportado por lwashita et al.'" 

quienes, en ratas neonatales, resecaron un segmento completo de ME torácica y lo reem- 

plazaron con ME fetal de la misma región, manteniendo en el implante la orientación 

rostro-caudal idéntica al segmento medular extirpado; demostraron regeneración axonal de 

vías ascendentes y descendentes, entre las que se incluyen: corticoespinal, rubroespinal, 

retículoespinal, rafeespinal, espinocerebelar y espinotalámica. 

Un proceso diferente a la regeneración axonal (recrecimiento y conectividad 

apropiada de los axones lesionados), es el crecimiento de axones colaterales que emergen 
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de axones intactos, generalmente para ocupar los sitios que los axones lesionados dejan 

denervados. A este último proceso se le conoce como plasticidad anatómica y se le ha 

atribuído la mejoría funcional parcial que suele observarse después de lesiones medulares 

incompletas73. 98, 11.3, 138 

Al principio de la década de los cincuenta. Edds" describió el fenómeno de creci- 

miento nervioso colateral a nivel de sistema nervioso periférico [SNI3 j. A fines de la 

misma década, Liu y Chambers' demostraron que la plasticidad anatómica no era un 

fenómeno exclusivo del SNP, al observar dicho fenómeno en lesiones experimentales de 

ME. En las últimas décadas, la neuroplasticidad ha sido objeto de múltiples estudios. En la 

actualidad, el término "neuroplasticidad" se usa para describir los principios asociados 
„ 

tanto con la reorganización neuronal que se presenta después del daño al sistema nervioso, 

como con la nueva organización neuronal creada por un factor inductor del ambiente 

externo. La primera, se conoce como plasticidad anatómica o estructural, se relaciona con 

fenómenos de regeneración y de degeneración, y se enfoca a los mecanismos que inducen, 

guían y sostienen los cambios; la segunda, se conoce como plasticidad sináptica, se rela- 

ciona con el aprendizaje y con la memoria, y se enfoca más a los estímulos que inician los 

cambios, así corno a los efectos fisiológicos y funcionales de éstos."."." 

Después de tina LTME, en el área de lesión, se crea un microambiente favorable 

para que se den fenómenos de plasticidad anatómica, incluyendo la formación*  de colate- 

rales axónicas. El microambiente favorable se da de manera espontanea, principalmente 

por el incremento en la producción de diferentes factores tróficos, por una mayor expre- 

sión de receptores para los mismos y por el incremento en la producción de proteínas 

asociadas al crecimiento, particularmente GAP-43. A continuación, el resultado de algu- 

nos trabajos al respecto: 

- En un estudio a 10 días y 6 semanas postlesión se encontró una fuerte elevación 

del receptor de alta afinidad del factor de crecimiento nervioso [trki tipo B y de su RNA 

mensajero en el tejido cicatrizal que delimita la zona de lesión. Otros factores como el 

factor de crecimiento nervioso, el factor neurotrófico derivado del cerebro, las neuro- 



trofinas 3 y 4, trk y trkC, solo mostraron un incremento pequeño; la inmunoreactividad se 

localizó en neuronas, astrocitos y células de leptomeninges; les axones neoformados se 

concentraron en áreas con alta concentración de proteína tila" 

- A 2 días postlesión se incrementó la expresión de factor de crecimiento fibroblás- 

tico ácido [aFGF] en motoneuronas y en neuronas de substancia gris intermedia cercana al 

sitio de lesión, este incremento se mantuvo a 5 y 12 días postlesión. El bFGF no se modi- 

ficó a los 2 días, pero a los 5 días se incrementó en el citoplasma y núcleo de los astrocitos 

reactives que limitan la zona de lesión, así como en los cordones posteriores."' 

- Incremento importante del RNAm del bFGE.  en la zona de lesión desde 6 h post- 

lesión, manteniéndose elevado a 1 y 7 días; a 7 días se localizó solo en la porción rostral 

de la ME ; no encontraron cambios del RNAm del aFGF, NGF o trkA a 611, 1 y 7 días 

postlesión." 

- El NGF se incrementa a nivel de la zona de lesión, alcanza su máximo a los 7 días 

y disminuye a 2 y 4 semanas.' 

- El RNAm del receptor de baja afinidad del NGF manifestó su máxima expresión a 

7 días postlesión; se encontró asociado con células de vasos sanguíneos neoformados a 

nivel del epicentro.'" 

- Después de lesión del cordón anterior, desde 2 días hasta 8 semanas que duró el 

estudio, se demostró expresión del receptor de NGF en motoneuronas afectadas y tejido 

cicatriza!, 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 regeneración y la plastici- 

dad anatómica; se piensa que es la molécula clave en la regulación del crecimiento axo- 
nai.168, 172. 173 En diferentes modelos de LTME se ha reportado elevación significativa de 

los niveles de GAP-43 o de su RNAm, desde 1 día hasta 4 semanas postlesión, en diferen- 

tes poblaciones neuronales, incluyendo neuronas del núcleo rojo,'" cuerpos neuronales y 

axones localizados en torno a la zona de lesión' 52  y motoneuronas axotomizadas de la 

ME.'9 
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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 favorecían la regenera-

ción de neuronas centrales in vivo. 2.21.".'3-1" 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 milímetros o inclusive 

centímetros en el interior del nervio injertado, pero son incapaces de continuar su creci- 

miento más allá de 1 a 2 mm al retomar a la ME. Además, no forman sinapsis apropiadas 

que permitan la recuperación de funciones perdidas,' 55' 1'1" lo que ha limitado su 

utilización en la clínica. 

Recientemente se demostró que los injertos de nervio periférico al SNC estimulan 

la expresión más intensa y sostenida de la proteína asociada al crecimiento [GA.P-43] por 

neuronas axotomizadas localizadas cerca del implante y por las células de Schwarm del 

implante, fenómeno que se correlaciona estrechamente con la regeneración de las neuronas 

dañadas.' 

En estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que la capacidad del SNP para 

favorecer la regeneración, radica en las células de Schwann, particularmente en algunas 

moléculas de superficie. 9, 25, 4, 66, 141 

Mediante la técnica de cultivo de tejidos ha sido posible obtener poblaciones de 

células de Schwann estables, abundantes y funcionales,'45" 1" lo que ha permitido el 

implante de estas células en la zona de lesión medular mediante inyección'' 129,'R5  o 

inmersas en una matriz de colágena.'42  En ambos casos se ha demostrado, desde el .punto 

de vista morfológico.que favorecen la regeneración axonal, aunque no se menciona algún 

efecto funcional . 
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E) Metilprednisolona como neuroprotector 

En un estudio clínico multicéntrico realizado en los Estados Unidos, el Segundo Estudio 

Nacional sobre Lesión Aguda de Medula Espinal [NASCIS 21, se demostró que el. tratamiento 

con el glucocorticoide hiP, iniciado dentro de las primeras 8 h de una LTME y administra- 

do a dosis altas durante 24 h, mejora la recuperación motora de los pacientes evaluados 6 

semanas, 6 meses y 1 año después de la lesión.32-3" La justificación de este esquema se 

basó en la necesidad de una megadosis (dosis inicial de 30 mg kg' 1.V.) para inhibir la 

peroxidación de lípidos secundaria a neurotrauma"'" y en base a una extensa expe- 

riencia en modelos de LTME en anitnales.'"'"-".  ""t 1" 

Se han demostrado diferentes mecanismos de acción de- la MP para evitar los 

cambios patológicos secundarios después de LTME aguda, casi todos relacionados con un 

efecto antioxidante, ya que inhibe la lipólisis (que implica liberación de ácido araquidó- 

nico 'y la consecuente formación de eicosanoides);8' 1" la peroxidación de lípidos;'"'"' 

I" también evita la acumulación intracelular excesiva del calcio iónico' y reduce la 

liberación de aminoácidos exeitatorios.' Como consecuencia mejora el flujo sanguíneo 

mejora el metabolismo aeróbico (producción de.energía aeróbica),6.'" se 

reduce la degradación de los neurofilamentos," disminuye la hiperemia en la ME adya- 

cente al sitio de lesión haciendo menos severo el fenómeno de isquemia-reperfilSión,%' 1" 

disminuye el edema a nivel del sitio de lesión' L87  y se favorece la excitabilidad neuronal 

así como la transmisión sináptica." Todo lo anterior se manifiesta en la recuperación 

funcional parcial que se ha observado tanto en estudios experimentales como en pacientes.- 

En un estudio reciente" demostrarnos que la manipulación mecánica y enzimática 

del área de lesión medular subaguda (con fines de trasplante"), causa destrucción adicio- 

nal del parénquima medular, y que la administración de MP, empleando el esquema de 

dosificación utilizado en el NA.SCIS 2; limita dicha destrucción. 

A partir de los resultados del NASCIS 2, publicados por primera vez en 1990;32  la 

MP se ha considerado como el. "estándar de oro" para valorar la acción terapéutica de otros 
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fármacos o procedimientos en LTME aguda; se sugiere que cualquier medida terapéutica 

debe ser tan buena corno o mejor que la acción de la 11/1P.''''' 

F) Trasplantes al SNC corno neuroprotectores 

Una forma de evaluar el efecto neuroprotector de los trasplantes neurales es su 

influencia en el índice de sobrevida de animales sometidos a lesiones neurológicas severas. 

Kopyev et 	observaron un incremento significativo en la sobrevida de ratas sujetas a 

traumatismo craneocerebral e implante de tejido fetal neocortical en el área de lesión 

inmediatamente después del trauma. Tulipan et al.'" demostraron en ratas que el injerto de 

estriado neonata' puede evitar el síndrome letal producido por la inyección intraestriatal 

bilateral de ácido kainico. Ellos atribuyen tal efecto a la protección dada por el injerto a las 

neuronas dañadas por excitotoxicidad.'" 

Al respecto, nuestro grupo recientemente' ha establecido que: I- Los trasplantes de 

tejido fetal homotópico alogénico y xenogénico incrementan la sobrevida de ratas some- 

tidas a laceración completa de la ME. 2- El implante de otros tejidos heterotópicos como 

nervio periférico o tejido adiposo, así como el empleo de un "ocupador de espacio" 

(Gelfoam), también incrementan la sobrevida de ratas sometidas al mismo modelo de 

lesión. 3- El implante homotópico de tejido fetal alogénico, así como el autotrasplante de 

nervio periférico o de tejido adiposo en ratas sometidas a laceración medular completa, 

disminuye la destrucción del parénquima medular vecino a la zona de lesión. 

El mayor índice de sobrevida y la menor incidencia de'complicaciones graves, 

puede ser atribuida a una mejor función segmentaria de la ME, posiblemente como una 

consecuencia de la menor destrucción tisular, observada en el área vecina al sitio de 

laceración en la ME de los animales trasplantados. 

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

al.'". '" 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 

neurotóxicas liberadas en el área de lesión, tales como aminoácidos excitatorios y enzimas 



liticas, o bien por captación del exceso de iones libres, El efecto benéfico de los injertos 

heterotópicos (nervio periférico y tejido adiposo), apoya esta posibilidad y coincide con 

los resultados de Pearirnan et al.' sobre el uso de trasplantes heterotópicos como 

neuroprotectores del estriado. 

15 



JUSTIFICACION 

A pesar de la mejoría relativa obtenida con tratamientos farmacológicos, incluyendo los 

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

En la actualidad, la MP se considera el "estándar de oro" en el tratamiento de la lesión 

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 únicamente MP es insuficiente, posible- 

mente porque no influye positivamente en todos los mecanismos de lesión secundaria. 

Además, la MP tiene algunas desventajas como son, una dosis efectiva estrecha, inmuno- 

depresión y tiempo corto de ventana terapéutica. 

Recientemente reportamos acerca del efecto neuroprotector de diferentes tejidos (inclu- 

yendo nervio periférico) trasplantados en el área .de lesión después de laceración 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 contusión medular en 

ratas, el cual reproduce a la LTME en humanos. 

6 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Pregunta general 

Cual es el efecto en la evolución funcional, así como en las características morfológicas y 

morfométricas del INP, de la MP., o de la combinación de ambos cuando se utilizan en el 

tratamiento de una contusión medular aguda en rata adulta? 

Pregunta específica 1 

Cual es el efecto morfofuncional del INP colocado en el área de lesión después de una 

contusión medular aguda, al compararlo con ratas lesionadas y no tratadas, o con ratas a 

las que se le inyecta el vehículo del implante? 

Pregunta especifica 2 

Es similar el efecto morfofuncional del INP en comparación a la administración de MP? • 

Pregunta específica 3 

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

de contusión medular aguda en rata adulta? 



HIPOTESIS 

Hipótesis general 

Las ratas adultas sometidas a contusión medular y tratadas con INP, MP, o la combinación 

de ambos tendrán una mejor evolución funcional y menor destrucción del parénquima 

medular al compararlo con testigos. 

Hipótesis específica 1 

La colocación de un INP en la zona de lesión después de producir una contusión medular 

aguda, tendrá un mejor efecto morfofuncional al compararlo con ratas lesionadas y no 

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

Hipótesis específica 2 

El efecto morfofuncional del INP en comparación con la administración de MP será 

similar. 

Hipótesis específica 3 

Habrá sinergismo en el resultado morfofuncional al combinar INP y MP como tratamiento 

de contusión medular aguda en rata adulta 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto del INP, de la MP y de la combinación de ambos, en la recuperación 

funcional, así como en la cantidad y calidad del tejido medular preservado en ratas adultas 

sometidas a una contusión medular controlada. 

Objetivo específico 1 

Evaluar el efecto morfofuncional del INP colocado en la zona de lesión después de una 

contusión medular aguda, tomando como referencia las ratas testigo. 

Objetivo específico 2 

Comparar el efecto morfofuncional del INP con la administración de MP después de 

contusión medular aguda en rata adulta. 

Objetivo específico 3 

Evaluar si tienen un efecto sinérgico en el resultado morfoftmcional la combinación de 

INP y MP como tratamiento de contusión medular aguda en rata adulta? 
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MATERIAL Y METODOS 

A) DISEÑO DEL EXPERIMENTO 

Población 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 

ningún procedimiento experimental previo. Todas las ratas se sometieron a contusión 

controlada de la ME en la región torácica baja (T-9). La asignación de los animales para 

cada grupo se hizo de manera aleatoria (mediante sorteo). Cada grupo se formó de 6 

animales que completaron el tiempo de seguimiento programado. 

Grupos de estudio: 

Grupos experimentales. 

Grupo 1- Ratas lesionadas y tratadas con metilprednisolona. [MPJ 

Grupo 2- Ratas lesionadas y tratadas con implante de nervio periférico. [INPI 

Grupo 3- Ratas lesionadas y tratadas con MP e INP. [M+Il 

Grupos testigo.  

Grupo 4- Ratas lesionadas, inyectadas con el vehículo del implante. [VEI-11 

Grupo 5- Ratas lesionadas, sin tratamiento alguno. [CON] 

B) PROCEDIMIENTOS 

Método de anestesia 

Para los procedimientos de lesión medular (incluyendo el tratamiento correspon- 

diente) y sacrificio, se aplicó una dosis intramuscular (en la cara externa del muslo 

izquierdo) de una mezcla de clorhidrato de ketamina (77.5 mg kg') e hidroclorw•o de 

xilacina (12.5 mg kg-1). 

20 
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Método para contundir la médula espinal 

Bajo el efecto de la anestesia se realizó tricotomía de la región torácica baja. 

Mediante técnica estéril se practicó una incisión sagita' en piel, seguido de disección de 

los músculos paravertebrales de las apófisis espinosas, usando tijeras tipo iris y despe- 

riostización de láminas usando hoja de bisturí # 20. Se extirparon luego tres apófisis 

espinosas (T8, T9 y TIO) con una gubia tipo Beyer para visualizar ampliamente los 

procesos laminares de T9. Finalmente se realizó uña laminectomía de un solo nivel (T9), 

extendiéndola bilateralmente hasta los procesos facetarios. Las meninges se mantuvieron 

intactas. Una vez concluida la laminectomía, el animal se colocó en un equipo de estereo- 

taxia para la realización de la contusión medular con una modificación de la técnica de 

Allen4: se dejó caer sobre la ME ten cilindro de acero inoxidable (con peso de 15 gr, con 

punta roma de 1.7 mm de diámetro y 1 cm de largo) de una altura de 3 cm a través de un 

tubo guía. Intensidad de la lesión = 45 gr 	Finalinente, la incisión quirúrgica se suturó 

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

Método de obtención y preparación del tejido donador 

El nervio periférico utilizado para implante se obtuvo de una rata hembra singénica 

a la rata lesionada en la que se implantó. La rata donadora anestesiada se colocó en de- 

cúbito ventral. Previa tricotomía de la región glútea y del muslo, en condiciones asépticas, 

se realizó incisión cutánea longitudinal extensa, luego se disecaron los músculos hasta 

identificar el nervio ciático, el cual se disecó ampliamente. Iniciando desde la región más 

proximal se resecó un fragmento de 1.5 cm de longitud. El nervio se colocó en solución 

salina balanceada de Hank. Con técnica microquirúrgica se eliminó el epineurio en su 

totalidad y luego se fragmentó finamente con una navaja de afeitar. Los fragmentos de 

nervio se colocaron en un tubo Eppendorf y se incubaron en 100 j.„11 de una solución de 

colagenasa al 0.25% durante 8 min a 37 C, con agitación continua. Luego se agregaron 

200 p.1 de solución de Hank y se centrifugó durante 5 nein a 3,000 RPM. Se decantó el 

sobrenadarte y el botón celular se resuspendió en 300 tal de solución de Hank. Los frag- 



mentos de nervio resuspendidos se pasaron varias veces por una aguja calibre 20, hasta 

que pasaran todos los fragmentos libremente. Se volvió a centrifugar en las mismas con- 

diciones, se decantó el sobrenadante y se resuspendió como anteriormente. Se pasó por 

agujas de diámetro interno progresivamente menor incluyendo calibre 21, 23, 25, 29 y 30. 

Finalmente se volvió a centrifugar y decantar como anteriormente. El botón celular se 

resuspendió en 50 1.,11 de solución de Hank y a está concentración quedó para el implante y 

para los estudios de viabilidad celular. Así, el tejido fue disociado hasta obtener una 

mezcla de células independientes y conjuntos celulares pequeños. La viabilidad de la 

suspensión celular se valoró 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 la célula, lo que facilita su 

diferenciación'. Para la prueba de viabilidad se colocaron en un tubo 50 µ1 de azul de 

tripano al 0.4%, 30 pi de solución de Hank y 20 p.I de la suspensión celular; se agitó la 

mezcla, se colocó en un hemocitómetro y se observó de inmediato al microscopio. Se 

contaron 200 células disociadas o en cúmulos muy pequeños, anotando por separado 

viables y no viables. Con este método se demostró viabilidad celular de aproximadamente 

80%. No fue posible determinar el número 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 disociación celular se tomaron 

10 11 de la suspensión celular y se inyectaron dentro de la ME recién lesionada en las ratas 

correspondientes, justo en el sitio donde se produjo la contusión. Para la inyección se 

utilizó una microjeringa Hamilton con una aguja metálica del numero 30. La inyección se 

llevó a cabo en un lapso de 5 min y la aguja se dejo 5 min más dentro del sitio de inyec- 

ción para evitar la salida del implante. En el grupo testigo, en el que solo se inyectó el 



23 

vehículo del implante (solución salina balanceada de Hank), los procedimientos de inyec- 

ción en cuanto a volumen y tiempo de inyección fueron idénticos. 

Administración de metilprednisolona 

Los animales de los grupos en que se aplicó este fármaco (succinato sódico de 

metilprednisolona <Solu-Medrol, Upjohn, Kalamazoo, Mich. USA>) recibieron la primera 

dosis inmediatamente después de producirse la lesión medular. Las primeras tres aplica- 

ciones se hicieron vía intraperitorieal con un intervalo de 2 horas (30 mg kg-Vdosis); la 

cuarta y quinta aplicación 8 y 24 h después de la lesión (60 mg kg"`/dosis), vía intra- 

muscular (en la cara externa del muslo derecho). Para la dilución del fármaco se usó agua 

bidestilada inyectable. El esquema de dosificación esta basado en el NASCIS 2.32  

Cuidados postoperatorios 

Al final del procedimiento quirúrgico de lesión medular (y tratamiento correspon- 

diente), a todos los animales se les aplicó una dosis de 200,000 UI de penicilina benzatí- 

nica vía 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% respectivamente) hasta que se recupera- 

ron de la anestesia. Luego se colocaron en jaulas individuales con aserrín 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 expresión manual 2 veces por día mientras fue necesario 

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

Sacrificio y estudio morfológico 

Ocho semanas después de la lesión, los animales se anestesiaron y 5 min antes de 

su sacrificio se les aplicó una dosis intrapetitoneal de 1000 111 de heparina. Después se 

practicó una toracototnía amplia, se canuló la aorta ascendente y empleando una bomba 



peristáltica (Masterflex; Cole-Parmer hist. Co. Chicago 11.) se perfundieron 50 ml de 

solución salina fisiológica, seguidos de 500 ml de formaldehído al 10%. Ambas soluciones 

se perfundieron a una velocidad de 30 ml miri t  y a temperatura ambiente. Al término de la 

perfusión se extrajo un fragmento de 2 cm de ME, con la zona de lesión en el centro de 

dicho fragmento. 

El especimen se colocó en el mismo fijador durante 1 semana, al cabo de la cual se 

siguió el procedimiento de rutina para ser embebido en parafina: deshidratación en alcoho- 

les graduales (alcohol etílico al 50%, 80%. 95% y alcohol absoluto, 30 mili en cada uno), 

aclaración en 2 baños de xileno (inedia hora en cada uno), colocación en parafina a 57 °C 

durante 2 horas y posteriormente inclusión en unos moldes fabricados ex-pro//so 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 lOpt de espesor, de los cuales se tomaron muestras para los estudios morfológicos 

a intervalos de 65011. Los cortes seleccionados se pasaron a un baño de flotación con agua 

a 45 "C (a cada litro de agua se le agregó 0.5 gr de gelatina bacteriológica) y luego se 

colocaron sobre laminillas de vidrio (5 laminillas con 3 cortes para cada segmento). 

Laminillas de todos los niveles se impreparon con nitrato de plata utilizando la 

técnica de Sevier-Munger.. Con esta técnica se tiñen de negro y de manera selectiva las 

fibras nerviosas'''. Brevemente, los cortes se desparafmaron colocándolos 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 solución 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 solución preparada a base de nitrato de plata al 10%, hidróxido de 

amonio al 30%, carbonato de sodio al 26% y formaldehído al 2%; después se lavaron en 

agua corriente, se colocaron durante 2 min en solución 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 identificó el 
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epicentro de la lesión definido como el sitio donde se encontró mayor destrucción de tejido 

medular o menor cantidad de tejido medular preservado. En el epicentro y en los cortes 

adyacentes al mismo, tanto en sentido cefálico corno caudal, se hizo la tinción de Masson, 

En los cortes de la laminilla adyacente al epicentro, en sentido cefálico, se realizó una 

reacción inmunohistoquimica a proteína ácida fibrilar glial [GFAPI para evaluar la 

reacción astrocítica, con la técnica de avidina-biotina-fosfatasa alcalina. Los cortes se 

desparafinaron colocando las laminillas a 56 "C durante 15 min seguido de 2 baños de 

xileno (5 mai c/u), luego se llevaron hasta agua corriente pasándolos 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 rnin a temperatura ambiente 

con el anticuerpo primario (GFAP, Sigma) diluido 1:400 en PBS que contenía albúmina de 

suero bovino al 1%. El solvente se usó para los testigos negativos. Se lavaron con PBS y 

luego se incubaron 30 mili a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotini- 

lado (anti Ig G de ratón, diluido 1:15 en PBS con albúmina 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, p1-1 8.2, se incubaron en la 

solución de sustrato con el colorante fast red (SigmaFast F4648) de 5 a 10 miri a tempera- 

tura ambiente. Esta reacción 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 y se montaron con un medio acuoso a base de 

glicerina y gelatina. 

C) EVALUACION 

Indice de Sobrevida 

Las ratas que murieron entre el segundo día y las 8 semanas después de la lesión 

(tiempo de seguimiento programado) se tomaron en cuenta para la realización de las 

curvas de sobrevida (curvas de Kaplan y Meier)''' de acuerdo al grupo correspondiente. 
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Evaluación funcional 

Antes de ser lesionados, todos los animales se sometieron en dos ocasiones a las 

pruebas funcionales programadas con intervalo de una semana, para obtener los pará- 

metros de normalidad. Después de la lesión, 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, determinó 

de manera cegada la calificación correspondiente. 

I- Locomoción libre sobre el piso:  

Esta prueba nos permite conocer de manera gruesa las características generales de 

la locomoción. Cada una de las extremidades posteriores se evaluaron de acuerdo a una 

escala de 6 puntos (escala de Tarlovi" modificada), 

= grado 0 (0 '310) - parálisis flácida, no se observa ningún 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 carnina o dá 

de 1 a 3 pasos incoordinados. 

= grado 3.5 (60 %) - camina con mucha inestabilidad, dá pasos aliemos o simultáneos 

indistintamente. 

= grado 4 (80 %) - pasos alternos, movimiento coordinado entre patas anteriores y poste- 

riores, inestabilidad poco perceptible, pérdida del equilibrio en las vueltas rápidas. 

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

2- Prueba del plano inclinado:  

Esta prueba fue diseñada por Rivli.n y 'l'atol'''. Permite evaluar mecanismos de 

compensación para el desplazamiento en el espacio. El animal se colocó en una tabla 
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cubierta con corcho que tiene la posibilidad de inclinarse entre O y 90 grados. Se modificó 

la posición de 5 en 5 grados y se anotó el número máximo de grados que toleró 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 evaluó la capacidad del animal de caminar sobre una reja de alambre elevada 

sobre el piso que tiene barras con un claro de separación de 3.7 cm entre cada una (espacio 

mayor a la longitud total del pie de la rata). Cada prueba duró de 3 a 6 mili, de los cuales 

el animal caminó al menos 30 segundos o dió al menos 15 pasos. La caminata se filmó en 

video y se analizó en cámara lenta. Se contó el número total de caídas y de pasos acertados 

(cuando colocó la planta sobre el alambre); se expresó como índice de errores al producto 

de la división del número de caídas/número total de pasos; se anotó por separado el resul- 

tado para cada una de las patas posteriores. En un trabajo previo el indice se obtuvo al 

dividir número de caídas/segundos caminados." Esta prueba sólo se puede realizar cuan- 

do la evaluación 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 postiesión. A las ratas, que por su pobre 

recuperación, no fueron capaces de realizar esta prueba, se les asignó un indice 5% más 

deficiente al peor índice obtenido en ratas capaces de hacer la prueba, con el objeto de 

tener un índice representativo al momento de hacer las pruebas estadísticas, ya que el 

considerar a estas ratas como "perdidas" representaría un sesgo. 

4- Análisis de las huellas podálicas  

Para esta prueba se les puso tinta de diferente color a las patas anteriores (roja) y 

posteriores (negra). Se colocó al animal en una pasarela construida de acrílico (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 durante tres semanas 

antes de la cirugía poniendo al final del recorrido un fragmento de crema de cacahuate 
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-Aladino- (alimento 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 cirugía. Para el análisis de las huellas digitales se promediaron las medidas 

de 4 a 6 pasos consecutivos, obtenidos de la porción media del recorrido. Se midieron la 

base de sustentación delantera y trasera (distancia entre las dos patas anteriores y poste- 

riores, respectivamente), así como la longitud de la zancada (distancia entre huella de pata 

anterior y posterior de cada lado).' 

El análisis de las huellas, al igual que la caminata sobre la reja de alambre, sólo 

pudieron evaluarse cuando en la marcha el animal fue capaz de soportar su peso sobre las 

patas posteriores y dar pasos (mínimo 60% en la locomoción libre sobre el piso). También 

se aplicó el mismo criterio de castigo para las ratas incapaces de realizar la prueba: 5% 

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

Evaluación Morfológica 

Descripción general.  

En base a la observación de los cortes teñidos con las técnicas de Sevier-Munger, 

Masson e inmunorreacción a GFAP, se hace una carecterización general del aspecto de 

las médulas espinales estudiadas dos meses después de la lesión y del tratamiento 

correspondiente. 

Morfometria. 

Para la evaluación morfornétrica se tomaron de cada especimen una laminilla 

correspondiente al epicentro y laminillas con cortes a 2 y 4 mm tanto en sentido cefálico 

como caudal al epicentro. 

En el epicentro se medió: 1) el área del parénquirna medular preservado (en todos 

los casos fue solo substancia blanca) y 2) el área total del corte, incluyendo además del 

tejido preservado el área de cavilación y de otro contenido celular. En los cortes adya- 

centes al epicentro se hicieron dos mediciones: ) área de destrucción de parénquitna 



medular, generalmente localizada en cordones posteriores, aunque algunas veces se 

extendía a la porción central de la médula y rara vez a cordones laterales. 2) área total. 

incluyendo tejido preservado y destruido. Adicionalmente, en ME no lesionada de ratas de 

las mismas características, se hicieron mediciones para contar con el parámetro de norma- 

lidad. Se medió el área de corte transversal a nivel torácico bajo (T8-T9)(NLIF), así como 

el nivel toraco-lumbar (NUTL); el 10  sirvió para contrastar con el epicentro y las medi- 

ciones en sentido cefálico al mismo. mientras que el 20  se usó para contrastar con las 

mediciones en sentido caudal al epicentro. 

Para hacer las mediciones se usaron laminillas con impregnación argéntica en un 

sistema computarizado de niorfometría compuesto de: un microscopio de campo claro con 

objetivo 2.5 X, cámara de video colocada en orificio triocular del microscopio, interfase 

cámara-computadora, tarjeta para convertir imagen analógica en digital, computadora con 

procesador 486 DX y el programa para análisis de imágenes .4.v.m.S/S de Zeiss. 

Evaluación Estadística 

1- Para evaluar la probabilidad de sobrevida de los animales por grupo se calcu- 

laron las curvas de Kaplan-Nleier. A efecto de determinar la significancia estadística de las 

diferencias entre las curvas se utilizó la prueba de Mantel-Haenszel."' 

2- La significancia estadística de las diferencias en las pruebas funcionales se 

evaluó contrastando los resultados de cada semana de manera independiente. Se usó el 

programa de computo SigmaStat for Windows, Ver. 1.0, Copyright 1992-1994 Jandel Co. 

Si los datos tenían una distribución normal y pasaban la prueba de igualdad de varianza se 

comparaban todos los grupos entre sí con una prueba de análisis de varianza [ANOVA} de 

una vía; 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 estadística se 

aplicó el método Student-Newman-Keuls o el procedimiento de comparación múltiple de 

Dunn, respectivamente. En algunos casos, se hizo una comparación adicional entre dos 

grupos en particular, sobre todo cuando la comparación múltiple dejaba dudas. En tales 
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casos se utilizó la prueba de T o la prueba de suma de rangos de Mann-Withney, depen- 

diendo de si los datos tenían, o no tenían una distribución normal. Una p igual o menor a 

0.05 la consideramos significativa. 

3- Para el análisis estadístico de los resultados morfométricos, se compararon los 

grupos correspondientes al final del estudio con el mismo programa, criterios y pruebas 

señalados en el párrafo anterior. 

4- Los resultados de las pruebas funcionales y de la morfometria se presentan en 

gráficas. La evolución semanal de las pruebas funcionales se presenta en líneas continuas 

(que representan la media aritmética) para cada grupo; en estas gráficas no se incluyen 

lineas de dispersión para evitar sobreposición por la cercanía entre las lineas. Los resul- 

tados morfométricos se graficaron en barras y/o en gráfica de cajas; cuando los datos 

tenían una distribución normal y pasaban la prueba de igualdad de varianza se graficó en 

barras la media y desviación estándar, en el caso contrario se graficó la mediana con el 

error estándar o se hicieron las gráficas de caja. 

5- El porcentaje de ratas con colaterales axónicos aberrantes a nivel del epicentro, 

se presenta en una tabla, en función del grupo de tratamiento. 

6- Se hizo una correlación de Pearson entre cada una de las pruebas funcionales y la 

cantidad de tejido preservado en el epicentro de la lesión, tornando en cuenta a cada uno 

de los animales independientemente del grupo al que pertenecieran. En base a esta corre- 

lación se diseñó una escala ponderada para la evaluación funcional conjunta. 

7- Tomando como variable dependiente el epicentro y como variables independien- 

tes todas las pruebas funcionales, se hizo una regresión lineal múltiple para obtener una 

ecuación que nos permitiera predecir el valor del epicentro a partir de las pruebas funcio- 

nales. 

8- Se hizo una correlación por rangos de Spearman entre el resultado de la evalua- 

ción funcional ponderada de cada rata y la incidencia de colaterales axónicos neoformados 

a nivel del epicentro. 
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D) CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES 

Para la realización del presente proyecto, se tornaron en cuenta los lineamientos 

establecidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación 

Para la Salud (Titulo Séptimo: De la Investigación que incluya la utilización de animales 

de experimentación).'" 
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RESULTADOS 

indice de sobrevida 

Sin considerar la muerte de las ratas ocurrida durante las primeras 24 h después de 

la lesión, la cual fue atribuida a problemas anestésico-quirúrgicos no relacionados con el 

tratamiento específico, la morbi-mortalidad fue muy baja en todos los grupos. Solo se 

murió una rata de cada grupo, a excepción del grupo inyectado en la ME con vehículo en 

el cual no se presentó ninguna defunción. La prueba de Mantel-Haenszel para determinar 

la significancia estadística de las diferencias entre las curvas de sobrevida resultó negativa. 

Resultados en las evaluaciones funcionales 

En términos generales, todas las pruebas funcionales aplicadas mostraron un dete- 

rioro funcional importante durante las primeras semanas postlesión, con una tendencia a la 

mejoría progresiva en las semanas subsecuentes. 

A continuación se describe el comportamiento por grupos para cada una de las 

pruebas aplicadas. Algunas pruebas pudieron hacerse desde el principio del experimento. 

Otras requerían de un cierto grado de recuperación funcional para poder aplicarse; de 

éstas, únicamente se dan los resultados de las últimas 4 semanas del estudio. Para cada 

prueba, se muestran los resultados en una gráfica de lineas. Cada línea representa la media 

aritmética del grupo correspondiente, en función del tiempo; no se incluyen imágenes de 

dispersión (error o desviación estándar) porque su sobreposición dificulta la observación 

de la imagen. 



2 5 4 7 

70 

60 

Q 50 

o 

iv 
E 40 

o 

j:).  30 

20 

10' 
1 

• MP (METILPREDNISOLONA) 

▪ INP (IMPLANTE NERVIO PERIFERICO) 

M/I (MP e INP) 

VEH (VEHICULO) 

4> 	CON (UNICAMENTE CONTUSION) 

_Y--• 

33 

Figura 1- Locomoción libre sobre el piso 

Semanas postlesión 

Figura 1: Resultados de la prueba de locomoción libre sobre el piso. Se omite de la gráfica 

la evaluación de las ratas normales (100%). A las 24 h postlesión (no mostrada) todas las 

ratas tenían 0% en la escala de locomoción libre. En la P semana, la media de los dife- 

rentes grupos se ubicó entre 10 y 20%,  luego fue mejorando hasta ubicarse entre 45 y 65% 

en la 5' semana, rango en el que, con pequeñas variaciones, se mantuvo hasta el fin del 

estudio. A partir de la 2" semana, los grupos de MP, M+1, y VEH se colocaron en las 

posiciones más altas, mientras que INP y CON se mantuvieron abajo. Se encontraron 

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

Semanas postiesión 

Figura 2: Prueba del plano inclinado en la posición cabeza hacia la derecha; las otras dos 

posiciones mostraron resultados similares y no se ilustran. Las ratas normales toleraron 

67.5 4.9 Veinticuatro h postlesión (semana 0), la media de todos los grupos se ubicó 

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

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

media más elevada correspondió al grupo MP. Significancia estadística: 

-NL vs todos = 24 h, semanas 1,4,5 y 6 	-NL vs todos excepto MP = semanas 7,3,7 y 8 

-MP vs CON = semanas 2,3 y 7 	-MP vs INP = semana 2 

-MP vs VEH = semanas 3 y 7 
	

vs CON = semana 1 
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Figura 3- Caminata sobre reja de alambre 
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Figura 3: Comportamiento de los diferentes grupos en la prueba de caminata sobre reja de 

alambre. Las ratas normales tuvieron un índice de 0,06 -T- 0.03. Los grupos con mejor 

indice fueron MP y VER, cuyas medias se mantuvieron entre 0.4 y 0.5 durante las últimas 

4 semanas evaluadas, mientras que los grupos con peor índice fueron CON e INP. El 

gupo M+I se mantuvo en una posición intermedia. Desde el punto de vista estadístico, 

todos los grupos de ratas experimentales y controles fueron significativamente diferentes 

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

evaluadas. 

8 



Figura 4- Base de sustentación delantera 
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Análisis de las huellas podálicas 

En esta prueba se determinaron 3 parámetros (base de sustentación delantera, trasera y 

longitud de zancada) los cuales se reportan por separado. 

5 
	

6 	 7 
	

8 

Semanas postlesión 

Figura 4: El tamaño de la base de sustentación de las patas delanteras. En rata normal fue 
de 2.46 0.38 cm. La media de los diferentes grupos tuvo un comportamiento un tanto 
errático durante las 4 semanas evaluadas. En términos generales, las medias más cercanas 
a la normal fueron las de los grupos MP, VEH y Iv1+1, mientras que las mas alejadas 
fueron CON e INP. Diferencia con significancia estadística solo se obtuvo en la semana 5, 
entre NL y CON. 
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Figura 5- Base de sustentación trasera 
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Semanas postiesión 

• Figura 5: Comportamiento de los diferentes grupos en el tamafio de la base de sustentación 

de las patas traseras. En ratas normal fue de 2.50 4: 0.68 cm. La inedia más cercana a la 

normal correspondió al grupo MP, mientras que la más alejada fue la del grupo CON. En 

todos los grupos se observó una ligera tendencia a la mejoría durante las 4 semanas 

evaluadas. Diferencias con significancia estadística: 

- semana 5: NL vs CON y VEH; 

- semana 6: NL vs todos excepto MP; 

- semana 7: NL vs CON y M+I 

- semana 8: NL y MP vs INP 

MP vs CON y VEI-1 

MP vs todos excepto NL 
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Figura 6- Longitud de zancada 
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Figura 6: Comportamiento de los diferentes grupos en el tamaño de la longitud de zancada. 

En ratas normales fue de 14.13 7.-r- 1,97 cm, La media más alta la obtuvo el grupo MP, 

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

las siguientes diferencias significativas: 

▪ NL vs todos (las 4 semanas) 

MP vs CON = semanas 5, 6 y 

- MY vs INP y M+1= semana 8 
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Resultados de la evaluación morfológica general 

En todos los especitnenes, independientemente del grupo al que correspondían. se  

observó un patrón similar con respecto a las características de destrucción y preservación 

del parénquima medular. Las diferencias entre los grupos fueron más bien cuantitativas. 

La zona de mayor destrucción del parénquima medular (o de menor preservación de 

tejido medular), denominada epicentro, correspondió al sitio del impacto. En todos los 

casos se caracterizó por pérdida total de la substancia gris y preservación de substancia 

blanca en cantidad variable y generalmente en forma asimétrica (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 porción dorso-central del epicentro y zonas adyacentes se identificó el quiste, habitual- 

mente trabeculado, de tamaño variable, conteniendo infiltrado inflamatorio compuesto 

principalmente por macrófagos abundantes, células tnononucleares (presumiblemente 

linfocitos) en cantidad moderada y células cebadas escasas. También se encontraron 

grupos celulares formados prestuniblemente 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 errática, perpendicu- 

lares u oblicuos al eje mayor de la ME, a los que denominamos colaterales axónicos 

aberrantes (Figs. 8B, 13, 14 y 17). El área 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 neoformación del epéndimo cerca del 

epicentro, como se ilustra en la figura 9. 

Los cuerpos de astrocitos reactivos, identificados por intnunorreacción a GFAP, se 

localizaron principalmente en la zona del parénquima medular preservado, con un gra- 

diente decreciente de la zona central (más lesionada) hacia la periferia. Con frecuencia se 

encontraron prolongaciones astrocíticas positivas a GFAP en la pared del quiste. La 

imnunoreactividad a GFAP estuvo ausente en áreas de infiltrado inflamatorio y de con- 

glomerados celulares descritos previamente (Fig. 10). 
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Figura 7: hm1gcnes de los especímeues con mayor (A) y menor (8) cantidad de tejido medular preservado a nivel del 
epicentro. en toda la serie. Corresponden al grupo VEH y CON, respectivamente. La substancia blanca presé1vada 
está delimitada en negro~ (Q) quiste~ (V) porción ventral de la médula. Técnica: Scvicr-Mungec barra: ~OO~t 
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Figura 7: Imágenes de los especimenes con mayor (A) y menor (B) cantidad de tejido medular preservado a nivel del 
epicentro, en toda la serie. Corresponden al grupo VER y CON, respectivamente, La substancia blanca preservada 
está delimitada en negro; (Q) quiste; (V) porción ventral de la médula, Técnica: Sevier-Munger, barra: 2001.1 



Figura 8: Imágenes que muestran la similitud entre las células ependimarias (E) de una ME normal (A) y fas 
células que forman grupos celulares compactos dentro de los quistes en la zona de lesión. UD, especimen del grupo 
CON, las flechas señalan escasos colaterales axónicos aberrantes. Especimen del grupo MP (C) y MIT (D), con 

una estrella se señala el grupo de células similares a ependimarias, no se observan colaterales axónicas 
neoformadas; (v), ejemplo de vasos sanguíneos. Técnica: Sevier-Munger, barra: 2011 
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Figura 9- Neolbrmación del epéndimo 
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Figura 9: Serie de fotograflas de un espécimen, del grupo CON, a 65() i.i en sentido caudal alepicentro. (A), se 
observa en la porción central del quiste (Q) un grupo de células con Una lir/ central. A mayor aumento (E3 y C) se 

identifican las células cn cuestión como ependimarias (flecha y E). El tejido que lo rodea es propio del quiste y no 
parénquima medular preservado. Técnica: Sevier-Munger, barras A: 200 lt, 13: l0(.) II, C: 2011 
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Figura 10- Inmunorreactividad a. GFAP 
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Figura 10: Inmunorreacción a GFAP en un espécimen del grupo MP, a 650 It del epicentro. (A). localización de 
astrocitos reactivos (en rojo) en áreas de parénquima medular preservado, con un gradiente decreciente de la zona 
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En cortes sucesivos en sentido cefálico al epicentro se encontró mayor cantidad de 

tejido medular (tanto substancia blanca como substancia gris), mientras más se alejaba del 

epicentro. El área de corto en relación a la ME normal no solamente fue igualada, sino que 

en muchos casos superada (ver sección de morfometría). En todos los casos se identificó 

una zona de destrucción Walleriana en los cordones posteriores, de magnitud variable, 

incluyendo la porción central y con salida hasta la periferia, en forma de ojo de cerradura 

antigua (Fig. 11). Este fenómeno se encontró hasta el final del extremo cefálico analizado 

(aprox. a 1 cm del epicentro). 

En los cortes en sentido caudal al epicentro, al igual que en sentido cefálico, se 

observó más tejido medular a mayor distancia del epicentro. La destrucción en los 

cordones posteriores, a diferencia de lo observado en el segmento cefálico al epicentro, se 

observó en la porción central de dichos cordones (Fig. 12); dicha destrucción estuvo 

ausente en la mayoría de los casos más allá de 5 mm del epicentro. 

A nivel del epicentro y cortes adyacentes, se observó un fenómeno de plasticidad 

aberrante caracterizado por la presencia de axones, presuntamente colaterales axónicos, 

orientados en forma perpendicular u oblicua al eje mayor de la ME, con dirección 

aparentemente errática, y localizados en áreas de destrucción medular, asociados a grupos 

celulares identificados como probables células ependimarias y de Schwann. 

En la tabla 1 se muestra el porcentaje de ratas con colaterales axónicos aberrantes a 

nivel del epicentro, en función del grupo correspondiente. En el 50% a 60% de las ratas de 

los grupos en que se administró MP (Figs. 8C, 8D, 15 y 16) no se identificaron axones 

aberrantes a nivel del epicentro, mientras que esta ausencia de plasticidad solo se observó 

entre el 17% y 20% de las ratas de los otros grupos. Abundantes colaterales axónicas en 

cuestión se identificaron en el 60% de las ratas tratadas solo con INP (Figs 14 y 17) y en 

ninguna de las ratas del grupo M+I (Figs. 8D y 16); en el resto de los grupos, esta variable 

se ubicó 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% 
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respectivarnente)(Figs. 8B, 13, ). Los axones aberrantes aparentemente no crecen en zonas 

donde hay astrocitos reactivos (Fig. 17). 

Tabla I. Porcentaje de ratas con colaterales axónicos aberrantes a nivel del epicentro. 

Grupos Ausente Leve a Moderado Abundante 

MP 50 33 17 

INP 20 — 20 60 

M+I 60 40 0 

VEH 17 50 33 

CON 20  60  20 
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Figura 1 1- Degeneración ceiálica al epicentro 
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A 

Figura 11: Imágenes que muestran la degeneración típica de los cordones posteriores en sentido cefálico al 
epicentro, (A). panorámica con la zona de degeneración (delimitada en negro) incluyendo la porción central de los 
cordones y con salida basta la periferia, en forma de ojo de cerradura antigua. (B). detalle de la zona de 
degeneración. Técnica: Sevier-Munger, barra = A: 200 ;a, 13: 100 ,t. 
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Figura 12: Imágenes que muestran la degeneración típica de los cordones posteriores en sentido caudal al epicentro. 
(A), panorámica con la zona de degeneración localizada en la porción central de los cordones posteriores 
(delimitada en negro). (13), detalle de la zona de degeneración. Técnica: Sevier-Munger, barra A: 200 B: 100 
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Figura 13- Ejemplo de axones aberrantes en cantidad moderada 
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Figura 13: Imágenes del epicentro de una ME del grupo CON. (A), panorámica: (8), detalle donde se muestran una 
cantidad moderada de axones aberrantes (flechas) en asociación con el grupo compacto de células localizado al 
interior del quiste. Técnica: Sevier-Munger. barra - A: 200 11, 13: 20 p. 
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Figura 14- Ejemplo de axones aberrantes abundantes (grupo INP) 

Figura 14: Imágenes del epicentro de una ME del grupo INP. (A), panorámica; (8). detalle donde se muestran 
abundantes colaterales axonicos aberrantes (flechas) en asociación con un cúmulo de células intracaviwrias. 
Técnica: Sevier- Munger. barra = A: 200 1.t., 1.:20 p. 

49 



tv Iii 
; 

- 	e 	 • 

1:.A411' 

•-• P. z 	• 	' 

frt 

out 
roo ir 

• 4r 	4 
• ' *4 

Figura 15- Ejemplo de axones aberrantes ausentes (grupo MP) 

50 

t' 

oway 
44p.."0,md ,› div # 	411 

• , 
• 

fleal 4, 14 

orar AL III a 	..p.c. 	:Pil  < • Y 1 

	

.. , 	. 	 • . ., . 	..", . 
.. 	...L., 1 /4  . 1 

1 	_,.. 	 oh 

; 	3  
1111/.' 	it.* .4 Villia*,„ li: . 	Wilb 	

lié;IX*. 
II 	'  

	

4 	 • 

/14 ,9 • 

...... , ,,,*. /jr 	 ‘,1 

(1, 

Jor 171119.1  

o ' 

';ir .1114 o 	
1.4 111* 	

111, 	• e,  • 40, lo* 40.1 ha.' 	IN lb 4  
AsvIllp • 4••7411,1 y 	" 

I, • 4-4 	140 k .,;*1  #71,  kép t,„411  

4144  r 
4 

14.4' 

o?  4  

12.  
á 1,  

•  5 «o- 	 111 

• oh 

• 

• • 

'24-1k  

lk 	II  

, 	og 
• , 

‘11„„ 	 ("411411 
101/1  •oi 	V-1 	1111.10, 	" 

• "ny, 111" 

delk: 	 11111 	

t4;i4,,,,dentio 

4141-1:  
• 

Mb-  - 

• 411k .14 4 
45)4  Ober 4111;* 

s %.*Z 

'4i .4 	 43111111, fahr  

* p. • 

el II: I 
"".. 

440 	ti < 

it`lb 
t 	

•• 

	
1 i 	4 ilit  lehydoie 	di • 

Figura 15: imágenes del epicentro de una ME del grupo MP. (A). panorámica; (B), detalle donde se Muestran un 
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Figura 16- Ejemplo de axones aberrantes ausentes (grupo M+1) 
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Figura 16: imágenes del epicentro de una ME del grupo M+1. (A), panorámica: (B), detalle donde se muestran 
grupos compactos de células al interior del quiste. No se observan colaterales axónicos aberrantes. Técnica: Sevier- 
Munger. barra = A: 200 1.t. 13: 40 p. 



B 

; : A 

e 

• 

• 

q 
ti .o  

9s  

Figura 17- Plasticidad y astrocitos reactivos 
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Figura 17: Imágenes comparativas con la técnica de Sevier-Munger (A) e inmunorreacción a GFAP (B) de un espe-
cimen del grupo INP. a 650 p. en sentido cefálico al epicentro. Se observan axones aberrantes abundantes asociados 
a grupos compactos de células intraquisticas negativas a GFAP (estrellas). En una pequeña área de substancia gris 

preservada, se observa positividad a GFAP y axones aberrantes escasos o ausentes (asteriscos). Barra -- 40 p. 
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Resultados de la morfometría 

En la tabla 11 se muestra un resumen de los resultados de la evaluación 

modométrica. En las figuras 18 a 22 se muestran en forma gráfica las áreas de tejido 

medular preservado en cada una de las regiones evaluadas. 

Tabla 11. Area preservada (mm2) de parénquima medular en epicentro y regiones 

adyacentes, por grupos. 

Región MP INP M-1-1 VEH CON NL 

Epicentro X 0.78 0,55 0.67 0.72 0.32 3.49 

DS 0,28 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 15.87 19,14 20.63 9.28 100 

Cefálico 

(2 mm) 

X 3.16 2.75 2.94 2.75 2.24 3.49 

DS 0A8 0.92 0.42 1.07 0.79 0.18 

ES 0.19 0.41 0.19 0.48 0.35 0.05 

% de NL 90.54 78.80 84,24 78.80 64.18 100 

Cefálico 

(4 mm) 

X 3.57 3.68 3.50 3,32 3,36 3.49 

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 

% de NL 102.3 105.4 100.3 95.13 96.27 100 

Caudal 

(2 mm) 

X 3.88 3.65 2.83 3.38 2.43 4.24 

DS 0.87 0.34 1.27 0.87 0.55 0.50 

ES 0.36 0.17 0.57 0.35 0.25 0.11 

% de NL 91.51 86.08 66.74 79.72 57.31 100 

Caudal 

(4 mm) 

X 4.79 4,53 4.09 4,19 4.22 4.24 

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 
DS 
ES 
% de NL 

media 
desviación estándar 
error estándar 
porcentaje de tejido medular íntegro en relación a la ME normal, 
tomando como referencia la inedia del área medida. 
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Figura 18- Area de tejido medular preservado en el epicentro 
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Grupos 

Figura 18: A nivel del epicentro se midió una cantidad de tejido medular preservado muy 

inferior al normal (entre 10 y 20% aprox.). En la evaluación estadística todos los grupos 

mostraron diferencia significativa con el normal (NL/'p = normal a nivel torácico). Al 

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

MP y M+I vs CON. Gráfica: media Más-menos desviación estandar 



M
ilí

m
e t

ro
s  

cu
a

d
ra

d
o

s  

2 

Figura 19- Área de tejido medular preservado a 2 mm 

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

del tejido medular íntegro de los grupos lesionados (aprox. 60 a 90% en relación al 

normal). Al comparar todos los grupos, solo se encontró diferencia con significado 

estadístico entre NUT vs CON y MP vs CON. Nota- cuando la distribución de los datos no es normal, 

los resultados se muestran en gráfica de cajas. Significado de las líneas: línea en el interior de la caja = mediana, 

línea inferior de la caja = 25%, linea superior de la caja = 75%, punto más bajo de la línea de dispersión = valor 

mínimo en la serie, punto más alto = valor máximo. 
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Figura 20- Area de tejido medular preservado a 4 mm 

en sentido eerálico al epicentro 
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Figura 20: A 4 mm en sentido cefálico al epicentro, la cantidad de tejido medular íntegro 

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

inedia de los grupos MP, INP y M4-1 fue ligeramente superior a la media del grupo normal, 

siendo la media mas alta la del grupo 1N P. En la evaluación estadística no se encontraron 

diferencias significativas entre alguno de los gnipos. Gráfica: media más-menos desviación estandar 



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 ceftílico se 

observa una mayor cantidad de tejido medular íntegro (aprox. del 60 al 90% en relación al 

NL/TL = normal toraco-lumbar ). En la evaluación estadística se encontraron las siguientes 

diferencias significativas: 

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

Significado de las líneas de la gráfica de cajas en Fig. 19. 
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Figura 22- Arca 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 observó un fenómeno similar al 

descrito para la misma distancia en sentido cefálico. En muchos animales se midió área de 

tejido medular íntegro superior a la normal. La media en los grupos MP e INP fue mayor a 

la NUTL, mientras que la media de los otros grupos fue muy similar (ligeramente inferior) 

a la normal. Al compararlos estadísticamente ninguno fue diferente de manera significa-

tiva. Significado de las líneas de la gráfica de cajas en Fig. 19, 
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Correlación morfo-funcional 

De la correlación entre la cantidad de tejido preservado a nivel del epicentro de 

cada especimen con cada una de las pruebas funcionales, se encontró que las diferentes 

pruebas utilizadas tienen diferente coeficiente de correlación (Tabla III). 

Tabla 111. Correlación entre área de parénquima medular preservado a nivel de epicentro y 

resultado de las diferentes pruebas funcionales. 

     

-~meirroartro 	  

  

       

 

Longitud de Errores en 	Base de 	Escala de 	Plano 	Base de 
Zancada 	Rejilla 	Sustent. T. 	Tarlov 	Inclinado 	Sustent. D. 

 

 

Coef Correl 
	

0 768 

	

Valor de p 
	

0.000001 

	

en escala 	24 

-0.564 

0.0014 

18 

-0.541 

0.0025 

17 

0.512 

0.0045 

16 

0.0082 

14 

-0.386 

0.0385 

11 

 

* Correlación 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 

LTIvIE en estadio crónico. La longitud de zancada, que tiene el mayor coeficiente de 

correlación "pesa" más en la escala ponderada que la base de sustentación delantera, que 

posee la correlación más baja. En base a una regla de 3 se proponen los siguientes porcen- 

tajes anotados en el último renglón de la Tabla Hl. Los resultados funcionales en base a 

esta escala se presentan en forma gráfica (Fig. 23). 

La ecuación que permite predecir el tamaño del epicentro, obtenida de la regresión 

lineal múltiple, tiene un valor de p < 0.0001. Se enuncia como sigue: 

Epicentro -2.10 ± (0.00116 {Tarlov]) + (0.0129 [plano inclinadol) - (0.258 [índice errores]) + 

(0.312 [BSD]) - (0.116 [BST]) + (0.174 [longitud de zancada"). 
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Figura 23- Evaluación funcional en la semana 8, con la escala ponderada 
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Figura 23: En la comparación 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-1-1. Gráfica: media más-menos desviación estandar 
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Correlación entre función motora e incidencia de axones aberrantes neofor•mados 

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

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

corresponden y la incidencia de axones aberrantes. No se encontró correlación entre la 

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

Tabla IV. Correlación entre la calificación funcional (tomada de la escala ponderada) y la 

incidencia de axones aberrantes neofoiinados en el epicentro. 

Grupo Función 
motora (%) 

Incidencia de 
axones (*) 

. 

• 

Grupo Función 
motora (%) 

Incidencia de 
axones (*)  

MP 81 2 INP 45 0 

MP 70 1 INP 42 2 

VER 68 0 MP 40 0 

VER 65 2 1511+1 37 1 

MP 64 1 m-4-1 37 1 

VER 62 1 VEIS 36 1 

INP 61 2 CON 28 1 

MP 59 0 M-F1 23 0 

VEH 55 1 CON 14 .1 

CON 51 0 CON 10 1 

CON 48 2 VER 9 2 	- 

M-1-1 46 0 INP 7 2 

MP 46 0 INP 7 

M+1 45 

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

En el presente trabajo probamos en un modelo de contusión controlada de la ME el 

efecto neuroprotector del NI', de la administración parenteral de megadosis de MP y de la 

combinación de ambos, buscando un efecto sinérgico. Los resultados fueron evaluados 

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

Neuroprotección 

La neuroprotección, entendida como cualquier medida que evite o disminuya el 

proceso de lesión neurológica secundaria, debe manifestarse, entre otros parámetros, en la 

mejor evolución clínica y menor destrucción del parénquima medular después de una 

LTME. 

En el presente trabajo, todas las pruebas funcionales, independientemente del grupo 

de estudio, reflejaron una profunda alteración motora después de producida la lesión. Con 

el paso del tiempo se observó mejoría progresiva y en algunos casos con diferencia signi- 

ficativa entre los grupos. En el estudio morfológico, también se encontró, en todos los 

grupos, destrucción parenquimatosa importante a nivel del sitio de lesión, aunque la eva- 

luación morfométrica permitió identificar diferencias significativas entre algunos grupos. 

Tratamiento con MP  

De nuestros resultados, en términos genei.ales, el grupo que obtuvo mejor califica- 

ción en las diferentes pruebas funcionales y mayor cantidad de tejido preservado a nivel 

del epicentro fue el tratado únicamente con MP, mientras que el grupo con las peores 

calificaciones en cuanto a función motora y menor cantidad de tejido preservado en el 

epicentro fue el control que no recibió ningún tratamiento. Nuestros resultados concuerdan 

con la neuroprotección parcial reportada en numerosos trabajos previos, en los cuales se 

han administrado megadosis parenteral de MP, tanto en modelos experimentales de 

LTME,'" 	"". 159  como en pacientes con traumatismo raquimedular.32-34. 94 El 
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principal mecanismo de acción atribuido al fármaco en cuestión, es su efecto anti- 

oxidante.7' '9'9°' 94' 96' 103. 159  

Tratamiento con INP 

En el grupo tratado únicamente con INP no encontramos evidencias de un efecto 

neuroprotector. Se observó una recuperación motora pobre, similar a la registrada en el 

grupo control que no recibió ningún tratamiento. Además, el área de tejido medular 

preservado en el epicentro, solo fue ligeramente superior al grupo control en cuestión, sin 

diferencia significativa. 

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

tructuras del SNC, como se ha demostrado en lesiones excitotóxicas del estriado"' y en 

laceración completa de la ME." En el presente trabajo, no observamos ningún efecto 

neuroprotector mediado por el INP. No nos queda claro por qué no obtuvimos el efecto 

esperado. Especulamos que pudiera estar en relación a aspectos'inetodológicos corno el 

tipo y la intensidad de la lesión, o bien con las características 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 explicación de la ausencia de un efecto 

neuroprotector mediado por el implante, es el posible daño mecánico (por exceso de vo- 

lumen) ocasionado por la inyección de las células disociadas; a diferencia del método 

usado en LTME por laceración completa donde queda un espacio amplio para colocar el 

implante", en el presente trabajo no se resecó un fragmento de ME y las meninges se 

mantuvieron íntegras, impidiendo una distensión excesiva de la ME que ya de por sí se 

edematisa como parte de la lesión secundaria', Es posible que la inyección del vehículo 

no sea un testigo adecuado para el efecto mecánico de la inyección de células disociadas, 

ya que por tratarse de una solución fisiológica inyectada muy lentamente y sin paffículas 

grandes (como las células) puede difundirse rápidamente en los tejidos y reabsorberse, sin 

dejar daño adicional por efecto de volumen. 
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La metodología empleada en el presente trabajo no nos permitió evaluar la sobre- 

vida de las células implantadas. Se conoce que después de una LTME ocurre una migra- 

ción espontánea de células de Schwann hacia la zona de lesión. procedentes de nervios 

periféricos vecinos' y aún cuando identificamos en el área de lesión células con 

morfología compatible con células de Schwann, no podemos asegurar que sean las im- 

plantadas, ya que no las marcarnos y también se encontraron presentes en el área de lesión 

de animales no implantados. 

Es poco probable que se hayan rechazado las células implantadas, ya que en nin- 

guno de nuestros animales se encontró infiltrado inflamatorio que sugiriera un fenómeno 

de rechazo, lo cual concuerda con los estudios de Duan et al." en relación a la respuesta 

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 más de tiempo, pero no es suficiente para causar 

rechazo, mientras que la respuesta al trasplante xenogénico es intensa y en todos los casos 

lleva al rechazo. También concuerda con la respuesta inmune contra células de Schwann 

singénieas 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 fárinaco tiene limitaciones corno neuroprotector, pues no ha 

probado ser útil para controlar algunos mecanismos de lesión secundaria, como el incre- 

tnento en los niveles de eicosanoides.' Además, la MP puede tener efectos negativos, 

como se observó en lesiones del estriado inducidas por ácido quinolinico, donde el 

pretratamiento con megadosis de MP resulta en lesiones del doble de tamaño, comparado 
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con los tratados con vehículo; en este caso, el efecto glucocorticoide de depleción de 

energía, opacó 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 observó en un 

modelo de compresión medular al combinar MP con aplicación intralesional de factor de 

crecimiento fibroblástico básico [bFGF]'' ( factor que promueve regeneración y sobrevida 

de neuronas lesionadas, neutraliza aminoácidos excitatorios'• 1 ' y estimula la angiogé- 

nesisw). También se observó un efecto sinérgico al combinar MP con el bloqueador de 

canales de calcio flunarizina, resultó que la recuperación de potenciales evocados somato 

sensoriales después de LTME experimental fue mayor al combinar ambos fármacos en 

comparación con el uso individual de los mismos.' 

En nuestro trabajo no observarnos sinergismo al combinar INP y MP. Tanto en la 

evaluación clínica como en la evaluación inorfornétrica, las ratas del grupo en cuestión 

mostraron resultados ligeramente inferiores a las ratas del grupo tratado con solo MP. Las 

diferencias favorables (con significancia estadística) que se observaron al comparar el 

grupo combinado con el grupo que no recibió tratamiento alguno, tanto en algunas pruebas 

funcionales, como en la evaluación morfométrica, deben ser atribuidas a la MP más que al 

1NP, a juzgar por los resultados independientes de cada una de estas variables. 

No siempre la combinación de dos neuroprotectores produce resultados satisfacto- 

rios, como se demostró en un trabajo reciente" donde se buscó un posible efecto sinérgico 

en un modelo de LTME aguda de dos neuroprotectores conocidos: MP y gangliósido 

GM1. Resultó que el último bloqueó los efectos benéficos de la MP. Cabe mencionar que 

los gangliósidos exógenos pueden modular la capacidad del SNC para modificar su res- 

puesta a señales del microambiente. Por ejemplo, amplifican la respuesta de las neuronas a 

factores neurotróficos y protegen de la neurotoxicidad provocada por los aminoácidos 

excitatorios limitando la sobrestimulación de los receptores.' A pesar de dichas propie- 

dades, el resultado de la combinación 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 morfológica identificamos un fenómeno de plasticidad, ca- 

racterizado por la formación de colaterales axónicas aberrantes a nivel del epicentro. Este 

fenómeno se manifestó de manera diferente entre los grupos estudiados. 

Se conoce que en muchas regiones del SNC ocurre reinervación de neuronas 

desnervadas parcialmente por crecimiento colateral de neuronas no dailadas.76i 78-74' 	"" 

Se ha propuesto que el crecimiento de colaterales de axones de raíces dorsales distales a 

una hemisección medular a nivel torácico bajo es responsable de la reinervación de 

regiones de substancia gris medular desnervada parcialmente." 98.137  En la aúsencia de 

regeneración de las vías seccionadas, se ha sugerido que tal reinervación procedente de las 

raíces dorsales está involucrada en la recuperación motora poStleSión en dichos animales"' 
137 y también en la espasticidad humana."' La observación de que la rizotomía ipsilateral 

y caudal a una hemisección evita permanentemente la recuperación motora,' apoya la 

hipótesis de que el sistema de aferentes primarios está involucrado en la recuperación de la 

función motora. Este concepto se ha reforzado más recientemente mediante el análisis de 

la locomoción 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 1NP. En base a los conocimientos actuales y a nuestros 

resultados no es posible definir el mecanismo por el cual la MP bloquea la formación de 

tales colaterales axónicos. Es ampliamente conocido que las hormonas esteroides juegan 

un papel muy importante en la regulación del desarrollo, crecimiento, homeostasis y 

muerte. De los efectos bloqueadores de los glucocorticoides destacan: disminución de la 

velocidad de síntesis de colágena" resultando en retardo y eventualmente bloqueo de la 

cicatrización;" supresión del sistema inmune por diversos mecanismos;1"-  '36  bloqueo de 
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la producción de diferentes factores tróficos incluyendo factor de crecimiento de quera- 

tinocitos,TM' factor de crecimiento epidermalf y factor de crecimiento similar a la insulina 

I;" * también participan en la muerte celular programada."' 	Los glucocorticoides y los 

receptores de aminoácidos excitatorios. se  han relacionado a la atrofia (inducida por 

estrés) de las dendritas apicales de neuronas del hipocampo. 'n  

Desconocemos reportes donde se relacione a los glucocorticoides y en particular a 

la MP con fenómenos de neuroplasticidad anatómica; pudiera tratarse de una expresión 

adicional de bloqueo provocada por corticoesteroides, posiblemente relacionado a la 

inhibición de factores neurotróticos. La metodología empleada en el presente trabajo no 

nos permite explicar este fenómeno, para lo cual se requiere de estudios adicionales. La 

respuesta pobre al combinar gangliósido GM I y MP," a la que hicimos referencia en 

párrafos anteriores, podría explicarse en base a nuestros resultados, además de la explica- 

ción que dan los autores, por el antagonismo que ambos fármacos tienen en relación a la 

neuroplasticidad, pues mientras el GM I es un inductor de neuroplasticidad 

la MP la bloquea. 

Se ha demostrado ampliamente que las células de Schwann y sus productos neuro- 

tróficos proveen un ambiente favorable para la regeneración axonal sostenida.'"' 1" En 

nuestras condiciones experimentales, se observó que el INP (solo, sin combinar con MP) 

favorece la plasticidad anatómica en cuestión. En este sentido, nuestros resultados con- 

cuerdan con los reportes histológicos de Martin y colaboradores'''" quienes hicieron 

estudios de trasplante inmediatamente, 2, 4 y 7 días después de una LTME, utilizando 

inyección intralesional de células de Schwann singénicas, cultivadas. La mayor sobrevida 

de células implantadas la encontraron en los extremos (inmediato y 7 días); reportan que 

en torno a las células de Schwann se formaron abundantes prolongaciones nerviosas 

abeirantes, aparentemente originadas de los ganglios de las raíces dorsales, a juzgar por los 

neurotransmisores que contenían; no reportan evaluación funcional. 

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

inyectadas con el vehículo del implante, la incidencia de axones aberrantes neoformados 
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fue catalogada como moderada. Corno se describió en los antecedentes, después de una 

LTME se crea, de manera espontánea, un microambiente que favorece los fenómenos de 

plasticidad anatómica, caracterizado por el incremento de diferentes factores neurotróficos, 

sus receptores' 'I.' Ill• 152-15"y la proteína asociada al crecimiento GAP-415' 5'1i" 

La falta de correlación entre la calificación funcional global (ponderada) de cada 

uno de los animales del experimento, con su correspondiente expresión 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 lesión. Por su posible 

origen en los ganglios de las raíces dorsales' '2' pudieran estar más relacionados con la 

función sensitiva, la cual no fue evaluada en este trabajo. 

Existen ejemplos de plasticidad aberrante que en parte explican el deterioro de la 

función, como. en el caso de el crecimiento colateral axónico en torno a las placas cere- 

brales de amiloide, que se presenta en la enfermedad de Alzheimer.51  No descartamos que 

la plasticidad observada en nuestro trabajo, genere circuitos neuronales anormales que 

lejos de ser favorables para la recuperación funcional, la distorsionen. 

Respecto a la observación de que las colaterales axónicas neofórmadas en la zona 

de lesión crecen en donde los astrocitos reactivos son escasos o ausentes (Figura 17), 

concuerda con los resultados de Curtis et al,' quienes reportan que después de LTME, los 

axones neoformados en la zona de lesión, identificados por la expresión de altos niveles de • 

GAP-43, no crecieron en contacto con astrocitos; aparentemente su crecimiento se asoció a 

capilares neofortnadol, cuyas células expresan algunos factores neurotróficos.1"' " 

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 

experimentales de LTME.'" Es muy probable que la diferencia se explique por el tipo y 

la intensidad de la lesión, ya que en el presente trabajo se produjo una contusión medular 

con intensidad de leve a moderada, que en todos los casos mantuvo una porción anatómi- 
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camente integra de ME a nivel del epicentro, mientras que en los otros estudios la lesión 

producida fue una laceración completa. 

Escala funcional ponderada 

No todas las pruebas funcionales deben reflejar con la misma precisión el estado 

funcional o el grado de recuperación de los animales. Más allá de la evaluación del estado 

funcional por pruebas independientes, diversos autores han diseñado escalas que agrupan 

diferentes pruebas funcionales para evaluar el déficit"' o la mejoría" 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 especímenes, encontramos 

diferentes grados de correlación. 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, basado 

en su coeficiente de correlación. En un trabajo reciente, demostraron una correlación 

positiva entre severidad de la lesión, función neurológica residual, axones preservados a 

nivel del sitio de lesión y número de neuronas marcadas retrógradamente en diferentes 

núcleos cerebrales."' 



CONCLUSIONES 

En ratas adultas sometidas a una contusión de la médula espinal a nivel torácico bajo, de 

intensidad moderada: 

- La administración parenteral temprana de metilprednisolona favorece una recuperación 

funcional parcial. 

El implante temprano en la zona de lesión de 10 tl de una suspensión de células 

singénicas de nervio periférico o de su vehículo (solución salina balanceada de Hank), no 

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

- El tratamiento temprano con la combinación de metilprednisolona e implante de células 

de nervio periférico, produce una recuperación 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 administración de metilprednisolona bloquea la formación de colaterales axónicos 

aberrantes a nivel del epicentro, mientras que el implante de células de nervio periférico 

estimula dicho proceso plástico. 

La presencia o ausencia de colaterales axónicas aberrantes en cuestión, notablemente no 

se correlaciona con la evaluación funcional motora. 

70 
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