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RESUMEN

Antecedentes. La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) produce
discapacidad permanente caracterizada por pérdida funcional extensa del sitio de
la lesion hacia caudal, incluyendo: paralisis, pérdida de sensibilidad y alteraciones
en el sistema nervioso autébnomo. La capacidad de reparacion espontanea
después de una LTME es pobre. Los intentos de neuroproteccion por tratamientos
dirigidos a contrarrestar los mecanismos secundarios de lesion han dado pocos
resultados en la practica clinica. Es probable que existan mecanismos
fisiopatolégicos aun no identificados después de una LTME. Este podria ser el
caso de las alteraciones en el espacio subaracnoideo (ESA), tomando en cuenta
que en éste se alojan estructuras neurovasculares esenciales para la funcién
neuroldgica y que es la via principal para la circulacion del liquido cefalorraquideo
(LCR). Objetivos. Caracterizar los cambios morfolégicos y de permeabilidad en el
ESA espinal en un modelo clinicamente relevante de LTME, en funciéon de la
intensidad y tiempo transcurrido después de la lesién. Metodologia. Ratas
anestesiadas fueron sometidas a contusion de médula espinal (ME) leve o severa
en T9 y se evaluaron en las fases aguda (1 hy 1 d), subaguda (3 y 7 d) y crénica
(1 y 3 meses) postlesion. Para la evaluacion histologica y morfométrica del ESA se
extirparon bloques de la columna vertebral conteniendo el sitio de la lesion y los
segmentos adyacentes hacia craneal y caudal. Se realizaron cortes histolégicos
en cada nivel de los segmentos vertebrales descalcificados desde T7 hasta T12.
Se midi6 la luz permeable del ESA, el area de la ME y el perimetro del saco dural;
también se determinaron las caracteristicas de los elementos neurovasculares y
del sangrado subaracnoideo. Para estimar la permeabilidad del ESA in vivo se
realizaron dos evaluaciones distintas: 1) Utilizando un nuevo método que disefio,
basado en la cuantificacion de particulas superparamagnéticas recuperadas en el
ESA lumbar inmediatamente después de ser inyectadas en la cisterna magna. 2)
De manera cualitativa, mediante la realizacion de mielografias. Resultados: En

las fases aguda y subaguda, se observd una reduccidén de la luz y de la
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permeabilidad del ESA después de lesiones leves y severas. En la etapa aguda, la
oclusion del ESA después de lesion severa se asocid principalmente con la
hinchazén de ME y con hematomas subaracnoideos extensos (sobre todo
dorsales); en las lesiones leves se asocioé con disminucién del perimetro del saco
dural. A los 7 dias, la hinchazon de ME disminuyé6 en ambos casos, pero la
constriccién del saco dural aumentd en las lesiones severas. La histopatologia
revel6 que en las primeras etapas existe compresion de elementos
neurovasculares subaracnoideos, en el epicentro y alrededores, mas intensa en
lesiones severas que en leves. En la fase cronica, la luz del ESA y su
permeabilidad se incrementaron notablemente; esto fue asociado sobre todo a la
atrofia de la ME, a pesar de la constriccion del saco dural. La aracnoiditis
postraumatica se produjo principalmente en animales con lesiones severas.
Conclusiones. La LTME por contusion se asocia a alteraciones en el ESA
espinal, que son mas intensas en lesiones severas y se modifican de acuerdo al
tiempo transcurrido después de la lesidbn. Los cambios descritos aqui
posiblemente producen alteraciones en la dinamica del LCR vy en la perfusion
sanguinea de la ME, contribuyendo asi a la fisiopatologia de la LTME. Podrian

entonces convertirse en nuevos blancos para futuros tratamientos.



ABSTRACT

Background: Traumatic spinal cord injury (SCI) produces permanent disability
characterized by extensive functional loss from the site of lesion downwards,
including: paralysis, loss of sensitivity, and alterations to the autonomous nervous
system. The capacity for spontaneous recovery after {SCI} is poor. Attempts for
neuroprotection by treatments designed to counteract secondary mechanisms
occurring after lesion have met with limited success in the clinical practice. It is
possible that pathophysiological mechanisms exist that have not been identified
after SCI. This could be the case for alterations in the subarachnoid space taking
into account that it houses neovascular structures that are essential for
neurological function as well as being the main pathway for cerebrospinal fluid
circulation. Objectives: To characterize the morphological changes and
permeability of the spinal subarachnoid space in a clinically relevant SCI model, as
a function of the intensity and time elapsed after injury. Methodology:
Anesthetized rats were subjected to mild or severe contusions to the spinal cord at
T9 and were evaluated in the acute (1h and 1d), subacute (3 and 7d) and chronic
(1 and 3 months) stages post-lesion. To histologically and morphometrically
evaluate the subarachnoid space, blocks of the vertebral column were excised
containing the site of lesion together with cranial and caudal segments adjacent to
it. Histological sections were obtained at each level of the decalcified vertebral
segments going from T7 to T12. For each section, the subarachnoid lumen, the
area of the spinal cord, and the perimeter of the dural sac were measured
morphometrically; characteristics of the subarachnoid neurovascular elements and
bleeding were also documented. In vivo estimation of the permeability of the
subarachnoid space was made by two different procedures: 1, utilizing a new
method we designed, based on the measurement of superparamagnetic beads we
recovered from the lumbar subarachnoid space immediately after being injected
into the cisterna magna; 2, qualitatively, by myelography. Results: In the acute

and subacute stages after mild and severe injuries, a reduction of the



subarachnoid space permeability was observed morphometrically and by in vivo
estimation. In the acute phase, occlusion of this space after severe lesion was
mainly associated with cord swelling and with extensive subarachnoid hematomas
(mainly dorsal); mild lesions were associated with a reduction of the dural sac
perimeter. At 7d post-injury, cord swelling was reduced for both mild and severe
injuries, although constriction of the sac was increased for severe lesions.
Histopathology revealed that in the first stages after injury there is compression of
the subarachnoid neurovascular elements at the epicenter and adjacent segments
which was more intense for severe lesions than mild ones. In the chronic stage,
morphological measurements and in vivo tests showed subarachnoid space to be
increased notably; this was associated to the atrophy of the spinal cord despite
constriction of the dural sac. Post-traumatic arachnoiditis was apparent.
Conclusions: Traumatic lesions to the spinal cord by contusion are associated
with alterations in the spinal subarachnoid space that are more intense in cases of
severe lesions, and change as a function of time after injury. Changes described
here possibly produce alterations in the dynamics of the cerebrospinal fluid and
blood perfusion of the spinal cord, thereby contributing to the pathophysiology of
this condition. These changes could become new targets for future treatment

protocols.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE LESION TRAUMATICA DE MEDULA ESPINAL

La lesién traumatica de médula espinal (LTME) produce discapacidad permanente
caracterizada por pérdida funcional extensa del sitio de la lesion en la médula
espinal (ME) hacia abajo, incluyendo: paralisis, pérdida de sensibilidad vy
alteraciones en diversas funciones dependientes del sistema nervioso auténomo
(Bracken et al., 1990; Hurlbert, 2006)

El impacto personal, familiar y socioecondmico que ocasiona la LTME es muy alto,
debido a que la poblacién mas afectada es la de los jovenes en etapa formativa o
productiva, con una esperanza de vida similar a la de la poblacién general.
Ademas del tratamiento inicial que es muy complejo y costoso, existe la necesidad
de rehabilitacion prolongada y riesgo elevado de sufrir multiples complicaciones de
por vida (Hurlbert, 2006).

En la fisiopatologia de la LTME aguda se han identificado dos mecanismos de
lesion: la lesidn primaria, que resulta del dano mecanico inicial (ruptura vascular,
sangrado intraparenquimatoso, disrupcién tisular directa, etc.) y la lesién
secundaria, que resulta de multiples mecanismos autodestructivos (trombosis,
isquemia progresiva, inflamacion aguda, estrés oxidativo, excitotoxicidad,
apoptosis, etc.) desencadenados por la lesion primaria. Ambos mecanismos se
han relacionados con la disfuncion neurolégica permanente (Bracken et al., 1990;
Hurlbert, 2006; Eck et al., 2006).

La capacidad de reparacion espontanea de la médula espinal después de una
LTME es muy pobre. Se conocen alrededor de 25 mecanismos de lesion
secundaria bien establecidos, las investigaciones han revelado la posibilidad de

bloquearlos o contrarrestarlos, sin embargo aun no se ha logrado revertir el dafio
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neurologico ocasionado por traumatismo medular severo. Es probable que existan
mecanismos fisiopatoldgicos aun no identificados después de una LTME (Bracken
et al., 1990; Liverman et al., 2005; Hurlbert, 2006; Eck et al., 2006; Guly et al.,
2008).

En 1990 se publicaron los resultados del segundo estudio nacional sobre lesion
medular aguda donde se proponia el uso de metilprednisolona como
neuroprotector para pacientes con LTME aguda. Estudios posteriores no pudieron
reproducir tales beneficios. Ahora la mayor parte de médicos que tratan a estos
pacientes no creen que la administracién de esteroides sea benéfica y por tal
motivo no lo aplican o lo usan con la idea de “es mejor algo que nada” o para
evitar posibles demandas. En resumen, por ahora no existen alternativas
terapéuticas de neuroproteccion en humanos (Bracken et al., 1990; Hurlbert,
2006).

ESTRUCTURA DE LAS MENINGES

La ME se ubica en el centro del canal raquideo, esta rodeada por tres capas
concéntricas de tejido conjuntivo (meninges). La meninge mas externa es la
duramadre, a la que se conoce también como paquimeninge por ser una
membrana gruesa, densa y resistente. La meninge intermedia, bajo la duramadre
es la aracnoides y la piamadre es la membrana mas interna, y se encuentra en
intimo contacto con la superficie de la médula espinal; estas dos ultimas se
conocen como leptomeninges ya que estan formadas por tejido conjuntivo laxo
(Reina et al., 1998; Reina et al., 2007; Reina et al., 2008)

Duramadre

Es una membrana gruesa formada de tejido conjuntivo denso compuesto

fundamentalmente por fibroblastos y sus productos: colagena y fibras elasticas
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inmersas en sustancia extracelular amorfa (4). Las fibras estan orientadas en
diferentes direcciones, aunque predominan las fibras longitudinales, lo que le
confiere una gran fuerza a la tensién y rigidez en sentido longitudinal. La superficie
interna de la dura madre raquidea esta revestida por células planas y las fibras de
colageno que se orientan longitudinalmente (se observan menos fibras elasticas
que en la duramadre cerebral), se encuentra a lo largo del canal vertebral en
forma de vaina cilindrica que de manera circunferencial rodea a la médula espinal,
esta desplazada hacia fuera por la presion del liquido cefalorraquideo (LCR), pero
restringida por la estructura 6sea del canal vertebral (Patin et al., 1993; Reina et
al., 2007)

Desde el punto de vista biomecanico, al flexionar anteriormente la columna
vertebral en cualquiera de sus segmentos, el tejido dural posterior se tensiona y
estira longitudinalmente, mientras que los movimientos de torsién solo inducen

fuerzas significativas sobre la dura a nivel cervical (Patin et al., 1993).

Aracnoides

Es una capa avascular delgada y laxa, localizada en contacto con la porcion
interna de la duramadre. Esta formada por dos capas de células que a nivel de
microscopia electronica se diferencian facilmente ya que la capa mas externa (en
contacto con la duramadre) contiene células electrodensas agrupadas con espacio
intercelular casi nulo, con muchas uniones estrechas y desmosomas, posee largas
prolongaciones entretejidas y numerosas vacuolas. La capa interna esta formada
por células aracnoideas trabeculares, estas son fibroblastos modificados con
largas prolongaciones con uniones apretadas tipo desmosoma que los adhieren
entre si y con las células de la capa externa, formando un entramado laxo que
conforma angulo recto con la capa externa y que atraviesa el espacio
subaracnoideo. Ambas capas estan en contacto intimo, solo las separa una

membrana basal simple . La capa superficial de la aracnoides es permeable
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mientras que la capa profunda tiene una permeabilidad selectiva debido a lo
apretado de las uniones intercelulares (Lopes y Mair, 1974; Sanan y Loveren,
1999; Reina et al.,2007).

Piamadre

Es una lamina fina de tejido conectivo formada por fibroblastos planos modificados
que se adosan estrechamente a la superficie de la médula espinal. Contiene una
red extensa de vasos sanguineos, conocida como plexo vascular pial. Esta
formada por una capa externa longitudinal y una interna circular (cubierta por un
epitelio simple plano). Entre las células de la piamadre y la ME existen pequefias
fibras de colageno y elastina. Entre las células piales y la membrana basal glial de
los vasos piales existen numerosos macréfagos, también se encuentran
mastocitos y pequenas agrupaciones de linfocitos (Cloyd y Low, 1974; Reina et al.,
2008).

La capa externa de la piamadre tiene fenestraciones que en realidad son agujeros
intracelulares, mientras que la capa interna consiste de tejido conjuntivo que forma
una malla fibrosa que comunica con el espacio perivascular dentro del tejido
nervioso, mejor conocido como espacio de Virchow-Robin (Cloyd y Low, 1974;
Reina et al., 1998).

Los vasos del plexo pial poseen una profusa inervacién simpatica proveniente de

los plexos vertebral y carotideo.
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ESPACIOS DELIMITADOS POR LAS MENINGES ESPINALES

Espacio epidural

Es amplio, esta delimitado hacia fuera por el periostio y ligamentos del canal
vertebral y hacia adentro por la capa externa de la duramadre. En condiciones
normales este espacio esta ocupado por tejido muy laxo (graso y conjuntivo) y por
abundantes senos venosos que forman un extenso plexo. En este espacio se
alojan también diversos ligamentos que unen a la duramadre con el tejido
vertebral y es atravesado por las raices nerviosas que entran a y salen de la

médula espinal (Reina et al., 1998).

Espacio subdural

Espacio virtual ubicado entre la superficie interna de la duramadre y la capa
externa de la aracnoides. Suele contener muy escasa cantidad de liquido viscoso
que permite disminuir la friccion entre ambas membranas cuando se desplazan de

manera diferencial (Reina et al., 1998).

Espacio subaracnoideo

Se localiza entre la capa interna de la aracnoides y la capa externa de la
piamadre. En condiciones normales es un espacio muy amplio. Da cabida y via
para circular al LCR. Por este espacio atraviesan también las raices nerviosas,
vasos sanguineos que nutren a la ME y trabéculas aracnoideas que van de la
piamadre a la duramadre (ligamentos dentados, linea splendis, septum posticum,
etc.) que dan soporte y mantienen en posicidon central a la ME. Las regiones en las
cuales la aracnoides esta bastante separada de la piamadre son denominadas
cisternas y en ellas se observan pocas trabéculas aracnoideas (Reina et al.,
2008).
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Espacio de Virchow-Robin

Espacio intramedular trabeculado, delimitado por la porcion exterior de los grandes
vasos sanguineos que ingresan al parénquima medular y la prolongacion de la
piamadre que acompafa a estos vasos. Estos espacios se comunican con el

especio subaracnoideo y permiten circular libremente al LCR (Johanson, 1998).

IRRIGACION SANGUINEA DE LA ME

El patrén basico de irrigacion arterial de la ME involucra tres vasos que corren
longitudinalmente a lo largo de ella: la arteria espinal anterior y dos arterias

espinales posteriores

Arteria Espinal Anterior: Nace de la union de dos ramas de la arteria vertebral que
se unen a nivel de la decusacion de las piramides para luego descender por la
superficie anterior de la ME dentro de la fisura mediana anterior. Irriga parte del

bulbo raquideo y los dos tercios anteriores de la ME.

Arterias Espinales Posteriores: Nacen directamente de las arterias vertebrales o
indirectamente de las arterias cerebelosas postero-inferiores para luego descender
por la superficie postero-lateral de la ME. Irrigan el tercio posterior de la ME. El
sistema longitudinal es reforzado por una serie muy variable de vasos tributarios
transversales que penetran al canal espinal por los agujeros intervertebrales junto
a los nervios y raices espinales. Las anastomosis entre los vasos longitudinales y
los vasos segmentarios se producen en la superficie de la ME (Bradshaw, 1958;
Fried, 1969; Lazorthes et al.,1971).

De los 31 pares de vasos segmentarios que penetran con los nervios raquideos, la

gran mayoria no termina en la ME. Entre ellos existen diferentes tipos:

17



- Arterias radiculares: irrigan las raices nerviosas y el ganglio raquideos.

- Atrterias radiculo - piales: forman el plexo vascular pial.

- Arterias radiculo - medulares: son un grupo de 8 a 10 arterias que irrigan la
ME, anastomosandose con el sistema longitudinal. Generalmente ingresan por
un solo lado de la ME y con frecuencia se dividen en dos ramas, una anterior y

otra posterior, las que acompafan a las respectivas raices nerviosas.

Con fines descriptivos, la ME se divide en tres regiones segun la vascularizacion

que reciben:

Region superior o cérvico-toracica

Comprende todos los segmentos medulares cervicales hasta el segundo o tercer
segmento medular toracico. Dentro de la gran variabilidad de la irrigacion de este
segmento, es probable encontrar el siguiente patrén: la primera porcién de la ME
es irrigada solo por el sistema de vasos longitudinales; existe una arteria radicular
rama de la arteria vertebral que acompana a la raiz C3, una rama de la arteria
cervical profunda que penetra con la raiz C6, y una rama de la arteria intercostal
superior que acompana la raiz C8. Para asegurar la circulacion de esta region se
producen una serie de anastomosis entre los distintos vasos del cuello,
principalmente a través de la arteria cervical profunda y arteria cervical
ascendente. Por tanto, frente a una obstruccion en la region del engrosamiento
cervical, el déficit puede ser suplido por alguna de las numerosas colaterales
(Bradshaw, 1958; Fried, 1969; Lazorthes et al.,1971).

Regién intermedia

Se extiende entre los segmentos medulares T4 y T8. Generalmente, existe una
sola rama del sistema segmentario a nivel de T7 aproximadamente, la cual

proviene de una arteria intercostal, rama de la aorta. Esta region es la mas
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pobremente irrigada, por tanto, es la mas fragil de las tres regiones ante una
obstruccion vascular. La arteria espinal anterior puede estar extremadamente
disminuida a este nivel (Bradshaw, 1958; Fried, 1969; Lazorthes et al., 1971).

Regién inferior

Inicia desde los ultimos segmentos medulares toracicos hasta el cono medular.
Depende en gran parte de una arteria radiculo-medular llamada arteria radicular
mayor (de Adamkiewicz) que es la de mayor diametro de todas las arterias
radiculo-medulares. Es rama de las primeras lumbares provenientes de la aorta,
llega a la ME con mayor frecuencia por una de las raices del lado izquierdo entre
los segmentos T12 y L4 (85% de los casos), y emite una rama radicular anterior
gruesa y una radicular posterior menor que terminan por irrigar el engrosamiento
lumbar y constituirse en el mayor aporte nutricio para los dos tercios inferiores de
la ME. La cauda equina es irrigada por una o dos ramas de las arterias lumbares,
iliolumbar y sacras lateral y media. Estas ramas también ascienden hasta el cono
medular para formar una amplia red anastomética llamada asa del cono medular
al cual también contribuyen ramas de las tres arterias espinales y una rama
descendente de calibre relativamente grueso que proviene de la arteria de

Adamkiewicz.

Interesantemente la sangre arterial no es la unica fuente de nutrientes y oxigeno
para la ME. En gatos y primates a quienes se les obstruyé experimentalmente la
arteria radicular (equivalente a la arteria de Adamkiewicz en humanos) no
muestran dano funcional. Estas observaciones confirman la gran capacidad
compensatoria del plexo vascular pial que cubre la superficie medular. También
sugiere la importancia de una ruta suplementaria para aportar nutrientes y oxigeno
al tejido nervioso, el flujo de LCR (Bradshaw, 1958; Fried, 1969; Lazorthes et
al.,1971).
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GENERALIDADES SOBRE EL LiQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El sistema nervioso central (SNC) se encuentra inmerso en un compartimiento
lleno de LCR. Su composiciéon, circulacién y absorcidn juegan un papel muy
importante en el desarrollo, nutricién, protecciéon, homeostasis, sefalizacion, dano

y reparacion del SNC desde la vida fetal hasta la edad adulta (Novak,et al., 2000).

Produccion

Dos tercios del total de LCR es secretado continuamente por los plexos coroideos
(PC) en los ventriculos cerebrales (laterales, tercero y cuarto), el tercio restante
es secretado por fuentes extracoroidales que participan manteniendo el balance
(Milhorat, 1987; Yoshizawa, 2002; Johanson et al., 2004 ; Kho et al., 2005).

Es producido por células especializadas que constituyen al PC epitelial. Se filtra
como plasma a través del PC permeable, su filtracion neta es proporcional al
gradiente de presion hidrostatica entre la sangre y el liquido intersticial coroideo
(Pollay y Curl, 1967; Pollay et al., 1983; Johanson, 2008).

Su formacién se lleva a cabo en dos etapas: filtracion pasiva de fluido a través del
endotelio capilar coroideo, seguida de una secrecidn regulada a través del epitelio
simple. EI movimiento de los solutos es por difusion simple, transporte facilitado y
transporte activo (Rudick et al., 1982; Pollay et al.,1983).

Es secretado bajo control homeostatico con su propia composicidén de electrélitos,
moléculas pequefias (péptidos, vitaminas, nucledtidos, etc.) y proteinas
(hormonas, factores troficos, y enzimas), que al viajar por el ESA y de Virchow-
Robin a muchos blancos celulares dentro del tejido nervioso, con los que ocurre
un intercambio bidireccional por difusion y otros mecanismos de transporte activo.
Conforme va circulando, se va modificando quimicamente, hasta que drena hacia

la sangre venosa directamente por los sitios aracnoideos especializados o
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indirectamente por vasos linfaticos extracraneales y paravertebrales (Johanson et
al., 2004; Kho et al., 2005).

Se han realizado diversas investigaciones para comprender el proceso normal de
formacion del LCR, asi como para comprender como es que las enfermedades

afectan su tasa de produccion (Johanson et al., 2004).

Flujo pulsatil

La resonancia magnética permite el estudio del flujo del LCR mediante técnicas
de contraste de fase con apoyo electrocardiografico e imagenes dinamicas en
formato de cine de ciclo cerrado. Basauri y Cols, en 2005 describieron un flujo
pulsatil bidireccional en forma de oleadas con movimientos anterogrados y
retrogrados que se producen por la expansion y contraccion arterial y cerebral,
generadas durante la sistole y diastole cardiaca, en un espacio craneano rigido
(Basauri et al., 2005).

El sentido del flujo del LCR es caudal en la sistole y craneal en la diastole; la sefal
convencional es hiper-intensa cuando el sentido es hacia caudal e hipo-intensa

cuando el sentido es hacia craneal.

A B
Figura 1. Imagenes del flujo del liquido cefalorraquideo obtenidas por resonancia

magnética, plano sagital. A: sistole (blanca). B: diastole (negra).
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El flujo pulsatil es de menor intensidad en los ventriculos laterales que en el tercer
ventriculo, el acueducto de Silvio y el cuarto ventriculo. A nivel de las cisternas, la
intensidad del flujo también es variable, tendiendo a ser mayor en la cisterna
Silvana y en el compartimiento espinal. En el ESA cervical, la onda sistélica del
LCR es simultanea con la onda sistdlica de la arteria carétida. La velocidad pico
esta entre 11-15 mm/s durante el ciclo cardiaco. El flujo pulsatil del LCR permite
realizar a la ME movimientos en sentido longitudinal y transversal. Aparentemente
estos movimientos son amplios a nivel la columna cervical y van disminuyendo
gradualmente al descender en sentido caudal.

En condiciones patoldgicas la intensidad de flujo del LCR puede alterarse. Por
ejemplo, puede disminuir o incluso desaparecer cuando hay una importante
obstruccion al flujo del LCR (Basauri et al., 2005).

Circulaciéon

El LCR formado en los ventriculos cerebrales avanza impulsado por cilios de las
células del epéndimo desde los ventriculos laterales y a través del agujero de
Monro hacia el tercer ventriculo y por el acueducto de Silvio hacia el cuarto
ventriculo, desde alli se puede dirigir hacia el conducto ependimario o hacia el
ESA de las cisternas cerebelo medular y pontina (por el foramen de Luschka y
Magendie), recorriendo luego el espacio que rodea a la ME hacia caudal o hacia la
convexidad de los hemisferios cerebrales (ver figura 2) (Oreskovic y Klarica,
2010).

Debido a que el ESA acompafia a los vasos sanguineos cerebrales en trayectos
largos dentro del parénquima cerebral (constituyendo los espacios de Virchow-
Robin) existe un paso libre de solutos desde el tejido cerebral hasta el ESA y

desde aqui a los ventriculos cerebrales (Oreskovi¢ y Klarica, 2010).

22



Figura 2. Esquema anatomico del sistema ventricular cerebral. En las imagenes
lateral y rostral del cerebro se muestra en color azul el liquido cefalorraquideo
desde su sitio de produccién en los ventriculos laterales hasta su llegada al cuarto

ventriculo y canal central (Ferro y Makinistian, 2011).

La reabsorcidén del LCR se realiza en las granulaciones subaracnoideas que se
encuentran en los senos venosos, especialmente en el seno sagital superior, de
donde se reincorpora a la sangre (ver figura 2). La reabsorcién se da como
consecuencia de la diferencia de presion hidrostatica entre el ESA y el seno
venoso (Milhorat; 1987; Oreskovi¢ y Klarica, 2010).

El volumen de absorcion de LCR es directamente proporcional a la diferencia de
presiones entre el liquido y los senos venosos durales y el flujo es unidireccional.
La presion en que se produce la “apertura” de las vellosidades aracnoides es de
20-50 mm de agua. Cuando el gradiente de presidon aumenta también aumenta el
volumen de LCR reabsorbido, al menos en un rango de presiones que varia entre
100 y 300 mm de agua. El sistema es capaz de reabsorber diversos tamafos de
particulas que van desde 0.2 a 7 micras. EI mecanismo intimo de transporte
aunque no es bien conocido parece ser debido a un mecanismo de transporte de
vesiculas gigantes. Otros mecanismos de absorcion desde el LCR hasta el

torrente circulatorio incluyen a los plexos coroideos y la difusion entre los capilares
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y el tejido cerebral cercano que son capaces de absorber el LCR que atraviesa el
epéndimo (Milhorat, 1987; Johanson, 1998; Oreskovic y Klarica, 2010).

Funciones

No se han aclarado por completo las funciones del LCR, algunas conocidas son:

Soporte fisico del encéfalo: es trascendente para el SNC porque su presencia
permite la flotacién del cerebro, reduciendo su peso efectivo de 1400 gramos a
solo 50 gramos. El volumen de LCR fluctua reciprocamente con las variaciones
del volumen del encéfalo y de la sangre cuando el craneo esta intacto, siendo esta
funcién de “amortiguacion”, también importante tras los cambios de presion
registrados del decubito al ortostatismo, el ejercicio fisico y las variaciones en la
presion arterial y el pulso. Ademas evita choques de la masa encefélica con las
estructuras éseas que le rodean, en caso de movimientos bruscos y rapidos. Es
previsible que condiciones similares prevalezcan para el soporte fisico de la

meédula espinal (Novak et al., 2000)

El ESA donde reside el LCR funciona como amortiguador dinamico para las
fluctuaciones de presion causadas por cambios en el volumen en cualquiera de los
tres compartimientos contenidos dentro de la estructura 6sea: tejido nervioso,
sangre y LCR. Cuando se incrementa el volumen en uno de ellos, el de los otros
dos se disminuye. Este interesante fendbmeno se conoce como regla de Monro-
Kellie. Es importante porque por ejemplo, un incremento del LCR en el ESA obliga
al tejido nervioso a disminuir su volumen, resultando entre otros en dilatacién
ventricular. El grado de dilatacion depende de la presién efectiva del LCR la cual
se contrarresta con la resistencia de los colectores venosos. La sangre en la
porcion venosa del tejido nervioso, en conjunto con el fluido extracelular, juegan
un papel reversible en la restauraciéon y reduccion de la masa de tejido nervioso.

Estos factores explican la razén de porque desde el punto de vista fisico, se
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considera que ME y cerebro son tejidos elasticos y esponjosos (Greitz et al., 1992;
Novak et al., 2000).

Metabdlica: mantiene constante el medio extracelular del SNC. El cerebro
depende de la quimica del LCR que esta estabilizado dentro de limites tolerables,

cumpliendo con un importante papel en la homeostasis del SNC.

Transporte y distribucién de gases, nutrientes, hormonas, y células troncales: el
epitelio ependimario y otras estructuras periventriculares se nutren a partir del
LCR. Para mantener el cerebro, proporciona una gama completa de vitaminas,
péptidos, nucledsidos y factores de crecimiento. Ademas transporta sefales
hormonales en el interior del SNC. También contribuye con el transporte hacia el
encéfalo de determinadas sustancias. Ademas provee solutos organicos para
nutricion y apoyo tréfico, transporta moléculas que ajustan pH, osmolaridad, y
moléculas para regular respuesta inmune. Por otro lado, la presién parcial de
oxigeno en el LCR es significativamente mas alta en comparacién con la que se
observa en la ME o en las raices nerviosas, lo que apoya al aporte de oxigeno al
tejido nervioso (Bloor, 1961; Johanson et al., 1998; Kho, 2005).

El LCR se ha estudiado histéricamente en el contexto del adulto; ahora se sabe
que es fundamental para el desarrollo del SNC. Las células troncales del SNC
estan dentro del LCR el cual contiene durante el desarrollo grandes cantidades de
proteinas incluyendo factores troficos sintetizados y secretados directamente por
el PC, en contraste con solo trazas en el adulto. El LCR fetal tiene el potencial
para mantener viabilidad y estimular proliferacion de células germinales in vitro, de
manera diferencial de acuerdo al tiempo en que es extraido del feto. En los casos
donde el flujo de LCR es anormal, por ejemplo cuando esta ausente (en espina
bifida) o bloqueado (en hidrocefalia), el SNC se desarrolla de manera anormal.
Trabajos en modelos de rata con hidrocefalia apuntan a un papel critico del LCR

para mantener la proliferacion normal de células troncales de la corteza cerebral

25



en desarrollo (Chodobski y Szmydynger-Chodobska, 2001; Miyan et al., 2003;
Gato y Alonso 2004; Miyan et al., 2006 ).

Excretora: El SNC carece de capilares linfaticos por lo que los productos del
metabolismo cerebral, sélo pueden ser eliminados por dos vias: por el flujo capilar
o por el LCR. La circulacién sanguinea cerebral es la via mas importante (flujo de
800 mL/minuto) pero en condiciones patoldgicas la via del LCR (por ejemplo para
la eliminacion de metabolitos y toxinas) parece ser muy importante. El
mantenimiento de la pureza de la composicién del LCR es de importancia
primordial y depende de mecanismos eficientes de remocidn, siendo esencial para

la funcidon neuronal eficiente.

Existen los sistemas proximal y distal, que desempefian un papel importante en la

eliminaciéon de sustancias nocivas. Esto ocurre de tres maneras:

a. Los transportadores de reabsorcion en la membrana apical del epitelio coroideo,
eliminan activamente aniones organicos y péptidos del LCR ventricular. Este
espacio complementa la reabsorcion activa de los metabolitos innecesarios en los

capilares cerebrales.

b. EI LCR recién elaborado fluye continuamente a través del interior del SNC
donde actua como un “receptor” de los metabolitos que por gradientes de
concentracion son difundidos hacia los ventriculos. Estas sustancias pasan a
través del sistema de derivacion ventriculo-subaracnoideo por el flujo a granel a

los sitios de drenaje distal.
c. La eliminacién de los metabolitos intermedios por fuera del sitio de flujo del

LCR, en las interfaces aracnoideas-linfatico-venosa. (Greitz et al., 1992; Novak et
al., 2000).
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Vehiculo para agentes terapéuticos: existe una “barrera” para el movimiento de
sustancias entre la sangre y el tejido del SNC (barrera hematoencefalica) y entre
la sangre y el LCR (barrera hematoencefalica-LCR). Estas barreras limitan el
acceso de multiples compuestos incluyendo diversos farmacos, factores tréficos,
etc. Estas barreras se han franqueado mediante inyeccién intratecal de muchas de
estas substancias, que utilizan al LCR como vehiculo para que a través de su
circulacion en el espacio subaracnoideo alcancen los blancos nerviosos deseados
(Brightman y Reese, 1969).

Recientemente se ha utilizado también al LCR como vehiculo para transportar, a
través del espacio subaracnoideo, células troncales implantadas con fines
terapéuticos después de LTME (Ohta et al., 2004; Satake et al., 2004).

Respuesta de los PC a procesos patolégicos del SNC

En las enfermedades y lesiones del sistema nervioso se generan metabolitos
nocivos y citocinas que son transportadas al epéndimo, piamadre, glia limitans,
aracnoides y epitelio del PC. Estas células manejan catabolitos y fragmentos de
péptidos al trasladarlos al sistema circulatorio sistémico para que sean eliminados
0 secuestrados en lisosomas para su conversion metabdlica, asi las substancias
indeseables son removidas desde la interfase SNC-LCR (Nilsson et al. 1992,
Strazielle y Ghersi-Egea, 2000).

El LCR también transporta moléculas de sefializacion desde las regiones alteradas
del SNC hasta el PC donde se unen a receptores y estimulan diversas respuestas
bioactivas. En el PC de los mamiferos existe una amplia variedad de sitios de
union para péptidos, proteinas y otras substancias organicas (17). Como
respuesta, sintetizan péptidos, factores de crecimiento y un abanico de moléculas
destinadas a reponer la homeostasis y reparar el tejido nervioso dafnado (Nilsson
et al. 1992, Strazielle y Ghersi-Egea, 2000).
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ARACNOIDITIS POSTRAUMATICA

La aracnoiditis es un proceso patologico complejo y poco estudiado que al
principio tiene un componente inflamatorio y que evoluciona a un proceso
cicatrizal-fibrotico permanente que atrapa tejido nervioso y vascular, y altera la
dinamica de la circulaciéon del LCR. De las diversas etiologias, la traumatica

parece ser la mas frecuente.

El deterioro neuroldgico tardio en pacientes con LTME, en la mayor parte de casos
resulta de complicaciones asociadas a aracnoiditis postraumatica. Destacan
lesiones intramedulares como formacién de cavidades (microquistes, quistes y
siringomielia) y lesiones extramedulares tales como médula anclada y quistes
aracnoideos. Estas alteraciones aparecen a veces de manera lenta e insidioso,
pueden incluso pasar desapercibidas por el paciente. Solamente la cuarta parte de
los pacientes muestran evidencia clinica de deterioro neurolégico Las opciones
terapéuticas incluyen derivacion subaracnoidea y lisis aracnoidea, con resultados
poco satisfactorios El desconocimiento de la fisiopatologia de este problema evita
desarrollar tratamientos mas eficientes (Caplan et al., 1990; Backe et al.,1991;
Klekamp et al., 1997; Batzdorf et al., 1998; Abel et al., 1999; Schaller et al., 1999).

Aun areas pequenas de cicatriz meningea se asocian con alteraciones
significativas en la regulacion de la dinamica del LCR y presion en el espacio
subaracnoideo; el flujo del LCR puede ser turbulento como resultado del anclaje
local del remanente medular (epicentro de la lesién) a la cicatriz meningea
(Schaller et al., 1999; Schwartz et al., 1999; Klekamp et al., 2002; Brodbelt et al.,
2003).
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JUSTIFICACION

La mayor parte de estudios sobre fisiopatologia de la LTME se han realizado en el
parénquima medular. Existe poca informacién sobre los cambios que se producen
en las estructuras extramedulares y en los espacios que rodean a la médula

espinal después de un traumatismo raquimedular.

Es probable que existan mecanismos fisiopatoldégicos aun no identificados
después de una LTME. Este podria ser el caso de las alteraciones en el ESA
espinal, tomando en cuenta que en este se alojan estructuras neurovasculares
esenciales para la funcion neuroldgica y que es la via principal para la circulacién
del LCR.

Los estudios efectuados sobre alteraciones en la dinamica del LCR asociados con
LTME se refieren a la relacion entre la aracnoiditis y el deterioro neurolégico
progresivo en la fase cronica. No hay informes sobre este tema en las primeras
etapas de la lesion, justo cuando ocurren los mecanismos secundarios de lesion y
los intentos de reparacion enddgena (Lopes y Mair, 1974; Cloyd y Low, 1974;
Sanan y Loveren, 1999).

El sangrado subaracnoideo en el cerebro producido en modelos experimentales o
en acontecimientos clinicos tales como ruptura de aneurismas y lesion cerebral
traumatica se ha asociado con deterioro neurolégico grave e incluso como causa
de muerte. En el contexto de LTME, a pesar de que se ha descrito la presencia de
sangrado subaracnoideo, no existen estudios sistematicos sobre este tema
(Tjandra et al., 1989; Domenicucci et al., 2005; Jang et al., 2007; Ayer y Zhang,
2008; Schatlo et al., 2010).

El diseno del trabajo que presentamos aqui forma parte de una linea de

investigacibn mas amplia, encaminada a caracterizar posibles alteraciones
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extramedulares asociadas a LTME. Dichas alteraciones podrian ser nuevos

blancos terapéuticos.

PREGUNTA CIENTIFICA

¢, Qué cambios histopatoldgicos y de permeabilidad se producen en el ESA espinal

después de una LTME experimental en funcién de la intensidad y el tiempo

transcurrido después de la lesion?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los cambios morfolégicos y de permeabilidad en el ESA espinal, en

un modelo de lesion medular traumatica, en funcion de la intensidad y tiempo

transcurrido después de lesidn

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar los cambios histopatoldgicos y la dimension del ESA espinal a

diferentes tiempos en ratas sometidas a LTME de intensidad variable.

e Caracterizar la magnitud, localizacion y evolucion del sangrado en el ESA

espinal en las primeras etapas después de LTME de diferente intensidad.

e Evaluar la permeabilidad del ESA espinal mediante estudios cualitativos y
cuantitativos en ratas con LTME de intensidad variable, desde fase aguda

hasta cronica.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

La lesion medular traumatica producira cambios morfolégicos y de permeabilidad
en el ESA espinal que variaran en funcién de la intensidad y tiempo transcurrido

después de la lesion.

HIPOTESIS PARTICULARES

1. La lesion medular inducira cambios histopatologicos en las estructuras
contenidas en el espacio subaracnoideo y variaciones en la dimensién de
su luz, dependientes de la intensidad y tiempo transcurrido después de la

lesion.

2. La contusion de la médula espinal debe ir acompafiada por sangrado en el
ESA, cuya magnitud, localizaciéon y evolucién estaran en funcién de la

intensidad y el tiempo transcurrido después de la lesion.
3. El traumatismo medular causara disminuciéon de la permeabilidad del

espacio subaracnoideo en fase temprana y se restituira en la fase croénica.

Los cambios seran mas intensos en la lesidn severa.
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MATERIAL Y METODOS
La investigacion fue desarrollada en las instalaciones de Proyecto Camina A. C. y

en el laboratorio de Bioquimica del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR).

Diseino experimental

Estudios estructurados para identificar en el espacio subaracnoideo:

1. Cambios anatdmicos

2. Cambios en la permeabilidad

En funcion de la intensidad y tiempo transcurrido después de LTME.

Disefio del estudio: observacional
Finalidad: analitico

Secuencia temporal: longitudinal
Cronologia: prospectivo

Intervencion: observacional
Se utilizaron ratas Long-Evans, de 12 semanas de edad, hembras, con peso de
240 a 260 g al momento de someterse al trauma medular. Ademas se emplearon

ratas integras (testigos de normalidad).

Se realizé observacion estricta de lineamientos éticos y morales (NOM-062-ZOO-
1999)
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Cuadro 1. Diseno del estudio.

Tiempo Estudio Estudio Estudio Estudio
postlesiéon histopatolégi | (cualitativo) | (cuantitativo | macroscépic
co, permeabilida | ) o,
morfométrico | d del ESA permeabilida | microscépic
del ESA d del ESA o sangrado
en
ESA
1 hora n=8 n=2 n=38 n=3 n=8
1 dia n=8 n=2 n=38 n=3 n=8
3 dias n=8 n=2 n=38 n=3 n=8
7 dias n=8 n=2 n=38 n=3 n=8
15 dias n=38
1 mes n=8 n=2 n=38
3 meses n=8 n=2 n=38

Fase aguda: 1 y 24 h postlesion. Fase subaguda: 3 y 7 dias postlesion. Fase
cronica: 30 y 90 dias postlesion. Los animales se sometieron a contusiéon medular
de intensidad leve a moderada (para ocasionar lesién clinicamente incompleta) y
otros a contusion severa (para ocasionar lesion clinicamente completa). Ratas

intactas fueron empleadas como control (n = 8). ESA: espacio subaracnoideo.

Métodos de anestesia, lesion y cuidados

Para los procedimientos de lesion medular, para la aplicacion de un medio de
contraste radiografico y la aplicacion de trazador, los animales se anestesiaron
con una mezcla de ketamina (80 mg/kg) y xylazina (8 mg/kg), aplicados por via

intramuscular.
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La eutanasia se realizd mediante la administracion de una sobredosis de

pentobarbital sédico por via intraperitoneal (IP).

Para producir la lesion, mediante técnica estéril se realizé una laminectomia a
nivel T9 que permiti6 visualizar la porcion dorsal de la médula espinal,
manteniendo las meninges integras. Con el impactador disefiado por la U. de N.Y.
se produjo una contusion dejando caer el piston sobre la médula expuesta con las
meninges intactas, desde una altura de 50 mm para lesion severa y de 12.5 mm
para lesion leve a moderada. No se aceptaron errores superiores a 3% en altura y
velocidad. Finalmente, la herida quirurgica se suturd por planos, mediante sutura

quirurgica de nylon 4-0.

Después de producir la lesion, los animales se colocaron en jaulas individuales
con aserrin estéril, en un ambiente de temperatura y humedad controladas y se les
proporciono agua y alimento a demanda. Aquellas ratas que sobrevivieron mas de
1 dia, recibieron analgésico y antibiético durante una semana, para evitar dolor,
autofagia e infecciones. Para el manejo de intestino y vejiga neurogénicos se
realizo expresion manual hasta que se recuperé el automatismo

(aproximadamente 2 semanas después de la lesion).

Estudio morfolégico del ESA

Para lo obtencion de los tejidos, los animales se sacrificaron en los tiempos
correspondientes. Bajo anestesia, se realizd perfusion intracardiaca con 200 ml de
solucion salina, seguida de 500 ml de paraformaldehido al 4%. Se extirp6 la
columna vertebral en bloque (de T-7 a T-12) y se colocd en el mismo fijador
durante 4 dias. Luego se cambié6 a EDTA al 12%, durante 10 dias, para
descalcificar las veértebras. Una vez descalcificadas se separaron e identificaron
los segmentos vertebrales (individuales), haciendo un corte transversal a nivel de

cada disco intervertebral (Figura 3). Se procesaron para realizar cortes
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histolégicos de 6 um de espesor por congelacién y se tifieron con la técnica de

tricromica de Masson.

Figura 3. Separaciéon de segmentos vertebrales toracicos. Se realizaron cortes
transversales a nivel del disco intervertebral craneal a los cuerpos vertebrales 7, 8,
9, 10, 11 y 12. El epicentro se encontrd en el nivel etiquetado como T10 (entre los

cuerpos vertebrales T9y T10).

Los cortes histolégicos de cada nivel se fotografiaron con una camara digital
montada en un microscopio de campo claro. En una computadora personal con la

ayuda del programa Image ProPlus, de Media Cybernetics, se midieron:

- Luz permeable del ESA
- area de la médula espinal

- perimetro del saco dural

Estudio del sangrado en el ESA

Para evaluar la incidencia, tamano, evolucion y localizacion del sangrado
subaracnoideo asociado a la LTME se realizé un estudio histolégico utilizando

las mismas laminillas tefidas con la técnica de Masson (descritas en el rubro
anterior) y cortes histologicos sin tefir o contratefidos con yoduro de propidio para

ser observados con microscopia de epifluorescencia, teniendo en cuenta que los
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eritrocitos autofluorescen. Ademas del estudio histologico, se hicieron
observaciones macroscopicas en especimenes de ratas sacrificadas a los mismos
tiempos post lesion. También se grabd en video de alta definicién el momento de
la contusién para observar (a través de un microscopio quirurgico) las
caractéristicas del sangrado subaracnoideo que se produce inmediatamente

despues de producir la lesion (de intensidad leve o severa).

Para el analisis histologico del sangrado, se incluyeron seis segmentos espinales
(de T7 a T12). El corte transversal de cada segmento se dividié en 4 areas: dorsal,
lateral izquierda, lateral derecha y ventral. Las areas se definieron por un plano en
X, que en la mayoria de las ocasiones coincididé con la ubicacién de las raices
nerviosas. Para las muestras de 1h, 1d y 3d después de la lesion, las zonas se
clasificaron en funcién de la cantidad de sangre presente de la siguiente manera:
0, ausencia o muy pocos eritrocitos (no mas de 5 por campo de 20X); 1 (leve),
eritrocitos sueltos o muy pequenos coagulos libres en el ESA o adheridos a la
piamadre, aracnoides, raices 0 vasos sanguineos; 2 (moderada), presencia de
hematomas ocupando menos de la mitad del area de estudio, 3 (severa), grandes
hematomas llenando mas de la mitad del area de estudio (Figura 4). Para las
muestras obtenidas 7d después de la lesion, la calificacion del sangrado (0 - 3) se
realizd en funcion de la ocupacion del ESA por eritrocitos libres y hematomas en
diferentes etapas de desintegracion, macréfagos con eritrocitos fagocitados vy
bandas de colageno. La evaluacion se realizé por dos investigadores de forma

independiente y a ciegas con respecto a la condicidén de lesion.
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Figura 4. Imagenes representativas de la escala de puntuacion histologica del
sangrado subaracnoideo. A) Grado 0, en el ESA se observa solamente un
eritrocito (*); B) Grado 1, se muestran eritrocitos libres y muy pequefios coagulos
en el ESA (*); C) Grado 2, hematomas de tamafio medio (*) que ocupan menos
de la mitad del area del ESA; D) Grado 3, gran hematoma (*) llenando toda el area
del ESA. Flechas: saco dural; sc: médula espinal; nr: raiz nerviosa; rv: vaso
radicular; ppv: vasos del plexo pial; +: vaso del plexo pial comprimido . Tincién de

yoduro de propidio. Barras: 60 p.

Estudio cualitativo de permeabilidad del ESA

Para estimar de manera cualitativa la permeabilidad del ESA en las diferentes
condiciones experimentales, se realizaron estudios mielograficos. Los animales
fueron anestesiados en los tiempos correspondientes, y se les sometié a una
laminectomia completa a nivel de C2, exponiendo la médula espinal con las
meninges integras. Se coloco al animal en un plano inclinado de 45° cabeza arriba
y mediante puncion subaracnoidea se extrajeron 150 uL de LCR, después se
administraron 150 uL de Optiray 320 (lodo 320 mg /mL). Se tomd estudio
radiografico digital 5 minutos después de la aplicacion del medio de contraste
radiografico, obteniéndose una proyeccion latero-lateral izquierda-derecha y una

ventrodorsal de la columna vertebral de la rata (desde C1 hasta L3).
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Estudio cuantitativo de permeabilidad del ESA

Para evaluar in vivo y de manera cuantitativa la permeabilidad del ESA en las
diferentes condiciones experimentales, se disefid un nuevo método basado en la
cuantificacion de particulas superparamagnéticas que se recuperen en el ESA
lumbar después de ser inyectadas en la cisterna magna. El procedimiento se
desarrollé y validé inicialmente en ratas integras y con laminectomia (Franco-
Bourland et al., 2013). Posteriormente se aplicé a ratas con lesién medular de
intensidad leve o severa, a diferentes tiempos post lesidn. Para realizar este
estudio, al animal anestesiado se le practic6 una laminectomia completa a nivel
C1-C2 y L2-L3, exponiendo la médula espinal con las meninges integras. Se
coloc6 en un plano inclinado (45° cabeza arriba) y mediante puncion
subaracnoidea a nivel de C1 se extrajeron 20 pl de LCR, después se aplicaron
mediante la misma via 20 yl de Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1 (particulas
Superparamagnéticas en suspension, cubiertas con estreptavidina, con diametro
de 1 um) y fueron recuperadas inmediatamente junto con LCR a nivel L-2
mediante un capilar heparinizado que desembocd hacia un tubo Eppendorf. Se

midieron el volumen de LCR y la cantidad de particulas recuperadas.

Para medir la cantidad de particulas, inicialmente el LCR recuperado se sometio a
4 ciclos de lavado en PBS. Durante los lavados, las particulas se mantuvieron
separadas magnéticamente al colocar el Eppendorf que las contenia en un iman
ad hoc (DynaMag™-Spin) para eliminar cualquier rastro de sangre que pudiera
alterar la lectura espectrofotométrica final. Posteriormente las particulas se
sometieron a una reaccién enzimatica al mezclarse con una solucion de
peroxidasa biotinilada (0.2 mg/ml en PBS) durante 30 minutos; se lavé con PBS el
exceso de enzima en 3 ciclos (manteniendo las particulas en el campo magnético)
y enseguida se incubaron durante 5 minutos en una solucion de peroxido de
hidrogeno y tetrametilbenzidina, luego la reaccién se detuvo al agregar una

solucion de H,SO4. Dentro de los siguientes 30 minutos una muestra de la mezcla
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de la reaccion se analizd por espectrofotometria a 450 nm. El color fue
directamente proporcional a la cantidad de enzima unida a las particulas y en

consecuencia a la cantidad de particulas recuperadas.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la morfometria y el volumen del LCR en el estudio de
permeabilidad se analizaron mediante la prueba de ANOVA de dos vias con el
software InfoStat (V de 2012, de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
Cada variable dependiente (area de la luz permeable del ESA, area de la ME,
perimetro del saco dural y volumen del LCR) se analizé para determinar el efecto
individual de la intensidad de la lesién y el tiempo transcurrido después de la
lesion, asi como para la interaccion de ambas variables independientes.
Posteriormente se realizé la prueba Tukey (contraste Post-hoc de comparaciones
multiples) para identificar grupos que fueron significativamente diferentes. Para el
analisis morfométrico, la estadistica se realizé por separado para cada nivel de la
columna vertebral de T8 a T12. Los datos de la morfometria, se presentan

graficamente como el porcentaje de cambio respecto a la media de ratas intactas.

Los datos obtenidos de la evaluaciéon histolégica del sangrado subaracnoideo se
colocaron en tablas de contingencia y fueron evaluados con la prueba de Chi-

cuadrada. Los datos se presentan graficamente de forma porcentual.

La cantidad de particulas y de LCR recuperados en el disefio del estudio
cuantitativo de permeabilidad del ESA, los datos obtenidos se analizaron con una
prueba no paramétrica (prueba de Kruskal-Wallis), debido a que los datos no

tenian una distribucion normal.

En todos los casos las diferencias se consideraron significativas cuando la p fue
<0,05.
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RESULTADOS

RESULTADOS DEL ESTUDIO MORFOLOGICO Y MORFOMETRICO DEL ESA

Uno de los hallazgos mas sobresalientes de la evaluacion microscopica del ESA
en las fases aguda y subaguda (1 h - 7 d después de la lesidn), fue la oclusion
parcial y en algunos casos casi completa de la luz permeable del ESA, en
comparacion con los testigos intactos (Figuras 5, 6 y 7). Otro hallazgo importante
en estos estadios tempranos post lesion fue la presencia de hematomas
subaracnoideos, grado 3 estuvieron presentes en la mayoria de las muestras
especialmente en especimenes con lesion severa (Figuras 6 y 7). El sangrado
subaracnoideo que ocurre después de lesion se estudid por separado y los
resultados se describen mas adelante. Los vasos sanguineos y raices nerviosas
contenidas en el ESA aparecieron con frecuencia comprimidas entre el saco dural
y la ME. La compresion neuro-vascular parecio mas intensa en lesiones severas
en comparacion con las leves (Figuras 6 y 7) y mas cerca del sitio de la lesidon que
fuera de ella. En la fase aguda, el parénquima de la ME mostré hemorragias,
inflamacion e infartos (Figura 6); en la fase subaguda se observaron en la ME

lesiones necrdticas y hemorragicas (Figura 7).

En la fase cronica (1m - 3m después de la lesidn) la histopatologia mostré la
restitucion de la luz permeable del ESA, atrofia de la ME con quistes
intramedulares de varios tamafos, y aracnoiditis postraumatica, caracterizada por
anclaje de la médula (unién fibrosa de la ME con el saco dural), quistes
subaracnoideos y raices nerviosas entrampadas (Figura 8). Los signos de
aracnoiditis fueron mucho mas evidentes en lesiones severas en comparacién con

lesiones leves.

El analisis morfométrico reveld cambios en las dimensiones de la luz permeable

del ESA, en el area de la ME (seccion transversal) y en el perimetro del saco
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dural. Estos cambios ocurrieron de acuerdo con el tiempo transcurrido después de
la lesién, la severidad de la lesion y el nivel de la columna respecto a la zona de
lesidn. En general, los cambios mayores se observaron en lesiones severas, en el
epicentro de la lesién y en los segmentos adyacentes. La descripcién grafica y

significancia estadistica de estos cambios se muestran en las figura 9.

En las fases aguda y subaguda después de la lesién, el area de la luz permeable
del ESA se redujo después de lesiones leves y severas en relacion con
especimenes intactos, pero se incrementé en la etapa cronica en relacion con las

mediciones realizadas en las primeras etapas (Figura 9).

De 1 h a 3 d, el area de ME se observé aumentada con respecto a especimenes
intactos; a los 7d fue similar el area medular medida en las ratas lesionadas al
compararla con las intactas; en la fase crénica esta area se redujo
significativamente en las ratas lesionadas. Los cambios en el perimetro del saco
dural fueron menores en las fases aguda y subaguda; este parametro se redujo

significativamente en la etapa cronica de la lesion (Figura 9).

Figura 5. Imagenes representativas del ESA en rata intacta, nivel T10. Imagen
panoramica (A, 4x) y detalles (B y C, 20x y 40x respectivamente). Flechas: saco
dural; *: ESA amplio; &: vasos del plexo pial permeables; #: rama de arterias
radiculares; r: raices nerviosas libres contenidas en el ESA; ed: espacio epidural.
Tincion de Masson. Barras: A, 0.5 mm; B, 100 ym; C, 50 um.
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Figura 6. Especimenes del sitio de lesion (T10) en el estadio agudo. A, vista
panoramica de espécimen con lesion leve de 1 dia postlesion, en donde se
muestra la luz del ESA (*) parcialmente reducido. B, detalle de A donde se
muestra una raiz nerviosa libre (r) y un vaso del plexo pial permeable (&). C y D,
vistas panoramicas de especimenes de ratas con lesidn severa de 1 dia
postlesion, donde se muestra gran disminucion de la luz del ESA (*), presencia de
grandes hematomas subaracnoideos (+); el parénquima medular muestra zonas
hemorragicas e infartos de manera difusa, y ligera hinchazén. E y F son detalles
de D; E muestra sangrado subaracnoideo (+) alrededor de estructuras
neurovasculares y F muestra la compresién de una raiz nerviosa entre el saco
dural y la médula espinal (flechas). Tincion de Masson. Barras: A, C y D, 0.5 mm;
B,EyF, 100 uym.
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Figura 7. Especimenes del sitio de lesion (T10) del estadio subagudo. A-C son
imagenes de lesion leve de 7 dias, donde se muestra el ESA con discreta
reduccion (*), raices nerviosas (r) no comprimidas y vasos sanguineos piales (&) y
ramas radiculares (#) permeables. La médula espinal muestra areas necréticas y
de hemorragia. D-F, imagenes de lesion severa de 7 dias; muestran oclusién casi
completa del ESA (*), compresion de raices nerviosas (r), y de vasos sanguineos
radiculares y piales. Se observa la presencia de hematomas estructurados (+)
entre el saco dural (flechas) y la médula espinal. El parénquima medular muestra
abundante tejido desvitalizado. Tincién de Masson. Barras: Ay D, 0.5 mm; B, C, E
y F, 100 pm.
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Figura 8. Especimenes del sitio de lesion (T10) del estadio crénico. Ay B son
imagenes de lesion leve de 1 mes y tres meses respectivamente, que muestran la
atrofia de la médula espinal y restitucion de la Luz permeable del ESA (*), las
raices nerviosas se encuentran libres en dicho espacio, y aparecen de un tamafno
normal, no existe anclaje de la médula al saco dural. C-E son imagenes de 3
casos de lesion severa crénica, las flechas muestran la constriccion del saco
dural, se aprecia también severa atrofia de la médula espinal y restitucién de la luz
permeable del ESA (*); se observa anclaje de la porcion dorsal de médula espinal
a el saco dural, atrofia severa de raices nerviosas (r) y superficie pial de forma
irregular. F, detalle de E que muestra un quiste subaracnoideo. Tincion de

Masson. Barras: A-E, 0.5 mm; F, 100 pm.
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Figura 9. Resultados de morfometria de T9 a T11. A, B y C: area de la luz
permeable del ESA. D, E y F: area de la ME. G, H e I: perimetro del saco dural.
Las graficas muestran la media * el error estandar del porcentaje de cambio
respecto a la media de especimenes de rata intacta, en periodos de tiempo que
van de 1 hora a 3 meses post lesidn, tanto en lesiones leves como en severas.
Los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Tukey (contraste Post-hoc de comparaciones multiples) para identificar

grupos que fueron significativamente diferentes (* : P <0,05).
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RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL SANGRADO SUBARACNOIDEO
ESPINAL

Observaciones macroscopicas

El sangrado subaracnoideo fue mas extenso e intenso: a) en lesiones severas en
comparacion con lesiones leves, b) en el epicentro y segmentos adyacentes en
comparacion con segmentos distantes al sitio de lesién, c) en etapas tempranas
en comparacion con etapas tardias, y d) en la regién dorsal en comparacion con la
ventral y laterales. Las areas con sangrado mas abundante mostraron un color
marron oscuro, mientras que en areas de menor sangrado predominaron tonos de
gris. El color se fue desvaneciendo paulatinamente entre especimenes con el paso

del tiempo, y en un mismo espécimen, al alejarse de la zona de lesion (Figura 10).

A1 A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4

Figura 10. Imagenes macroscopicas representativas de la apariencia y evolucion
temporal del sangrado subaracnoideo espinal después de LTME. Fotografias de la
superficie dorsal, con orientacién céfalo-caudal de arriba hacia abajo. A,

especimenes con lesion leve. A1 y A2: fase aguda post lesion (1h,1d); A3 y A4:
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fase subaguda (3d, 7d). B, especimenes con lesion severa. B1 y B2: fase aguda
(1h,1d); B3y B4: fase subaguda (3d, 7d).

Presencia y magnitud del sangrado subaracnoideo

En la figura 11 A se muestra en resumen la presencia de sangrado subaracnoideo
tomando en cuenta todas las areas examinadas (para todos los segmentos
vertebrales, en todos los tiempos experimentales). En lesiones leves se observo
sangrado subaracnoideo en el 15% de las areas examin

adas (grado 1 en el 13% y grado 2 en el 2%) mientras que el resto no mostrd
sangrado (grado 0). En lesiones severas se observo sangrado en el 48% de las
areas analizadas (grado 1 en el 25%, grado 2 en el 17% y grado 3 en el 6%). La
diferencia en la incidencia y magnitud del sangrado entre lesiones leves y severas
mostré una significancia de p<0,0001.

Evolucion del sangrado subaracnoideo y tipo de células inflamatorias

asociadas

La cantidad de sangre extravasada dentro del espacio subaracnoideo disminuyo
significativamente con el tiempo, sobre todo después de lesiones severas donde
paso de 72% (a 1 hora post lesion) a 27% en el dia 7 (p<0,0001), y del 18% al 9%,
respectivamente, en lesiones leves (p=0,0106) (Figura 13).

En los registros que hicimos en video antes, durante y después de la lesion,
observamos que el sangrado subaracnoideo comenzé inmediatamente después
de la lesion. La mayor parte del sangrado en lesiones severas se origind de la
ruptura de vasos grandes (por ejemplo de la vena vertebral posterior) aunque
también se observaron pequefias hemorragias originadas aparentemente de la
ruptura de vasos piales y/o de vasos radiculares de pequefio calibre; las
hemorragias individuales confluyeron para formar hematomas grandes. En

lesiones leves, el sangrado generalmente surgidé de vasos pequefnos; los
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sangrados dispersos que resultaron, en general no se agruparon para formar

hematomas.

Las células inflamatorias asociadas con la hemorragia subaracnoideaa 1 h, 1d,y
3 d después de la lesidon fueron leucocitos polimorfonucleares, mientras que en el
dia 7 después de la lesidon, las células inflamatorias observadas fueron

macrofagos (Figura 11).

La Figura 11. Ruptura de la piamadre en el sitio de la lesion. Micrografia de un
espécimen de 3 d postlesion (lesion severa), que muestra eritrocitos (*) que
aparentemente se difunden libremente desde la médula espinal (sc) en el espacio
subaracnoideo (SAS) a través de la ruptura de la piamadre (+). Tincion de

Masson. Barra de escala: 60 pm.

Distribucién craneo-caudal del sangrado subaracnoideo

Al considerar todos los segmentos vertebrales evaluados (de T7 a T12) el mayor
sangrado subaracnoideo se observé en el epicentro en T10 (Figura 12). A este
nivel se observod algun grado de sangrado en el 68% de lesiones severas y en
24% de lesiones leves. En ambos casos disminuy6 gradualmente al alejarse del

sitio de lesién. El menor sangrado en ambos tipos de lesiones fue menor en T7,
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31% en lesiones severas (p<0,0001) y 5% en lesiones leves (p=0,0031) (Figura
13).

Localizacién circunferencial del sangrado subaracnoideo

La mayor cantidad de sangrado subaracnoideo se encontrd en la region dorsal de
especimenes con ambas intensidades de lesién. En lesiones severas en el 72%
de los casos, mientras que en lesiones leves en el 26%. La menor cantidad en
lesiones severas se observd en la region ventral (35%, p <0,0001) y en lesiones

leves en la region lateral derecha (8%, p <0,0001) (Figura 13).

Figura 12. Incidencia de hemorragia subaracnoidea postraumatica. a) Ocurrencia
del sangrado en todas las areas estudiadas (para todos los segmentos vertebrales
y en todos los tiempos evaluados); b) mayor hemorragia (zona dorsal del epicentro
de la lesion, 1h y 1d postlesion). Los datos se presentan graficamente de forma
porcentual. Clasificacion del sangrado: escala de 0 a 3. (*), P <0,0001 al comparar

lesion leve vs severa.
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Figura 13. Progresion y ubicacion de la hemorragia subaracnoidea. a) Progresion
de la sangre extravasada de 1 h a 7 d después de la lesion (incluye las
evaluaciones de las 4 zonas de cada uno de los 6 segmentos vertebrales
estudiados); b) extension craneo-caudal de sangrado para cada segmento
vertebral de T7-T12 (incluye la 4 areas de cada segmento vertebral, en todos los
tiempos evaluados); c) localizacién circunferencial de sangrado, zonas: dorsal
(Do), lateral izquierdo (lz), lateral derecha (De), ventral (Ve) (incluye los 6
segmentos vertebrales en todos los tiempos estudiados). Los datos se presentan

graficamente de forma porcentual. Clasificacion del sangrado: escala de 0 a 3. (¥),
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significativo; (**) altamente significativo. Los datos se comparan para las lesiones

leves y severas por separado.

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA PERMEABILIDAD DEL ESA

Estudio cualitativo de la permeabilidad del ESA

El ESA se defini6 mejor en la proyeccion radiografica latero-lateral izquierda
derecha en comparacion con la ventrodorsal de la columna vertebral de las ratas
(C1 a L3). Las imagenes laterales mostraron un espesor no homogéneo del ESA,
eéste aparece mas delgado a nivel de la region toracica central. Las columnas de
medio de contraste no fueron simétricas, a veces aparecieron mas intensas en la
region dorsal y otras veces en la region ventral. En las ratas intactas y en las ratas
con lesion cronica (leve y severa) el ESA fue permeable al medio de contraste. En
las ratas con lesiones agudas (1 dia: leve y severa) y con lesidon severa subaguda
(7 dias) el flujo del medio de contraste fue bloqueado varios segmentos
vertebrales craneales al sitio de lesion. En las ratas con lesiones leves subagudas

la columna de medio de contraste alcanzo el sitio de lesién.(Figura 14).
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Figura 14. Imagenes representativas de mielografias. A, radiografia de control de
una rata integra sin medio de contraste radiolégico. B, mielografia que muestra la
permeabilidad del ESA al medio de contraste radioldégico en una rata intacta. C,

mielograma que muestra que la columna de contraste es bloqueada algunos
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segmentos vertebrales craneales al sitio de lesidn, la imagen corresponde a una
rata con lesion severa de 1 dia. D, mielografia que muestra que la columna de
contraste se detiene en el sitio de lesion en una rata con lesion leve de 7 dias post
lesion. E, mielograma que muestra la permeabilidad del ESA al medio de contraste
mas alla del sitio de lesidn en una rata con lesion severa de 1 mes. (*), sitio de
lesion; flechas, punto final de la columna de contraste dorsal y ventral. En la

imagen B la flecha indica que el medio de contraste continud en direccién caudal.

Estudio cuantitativo de la permeabilidad del ESA

La recuperacion de PSPM en L2 (después de su inyeccion intracisternal) como
indicador de la permeabilidad del ESA se muestra en la figura 13. Se observé una
disminucién de la permeabilidad del ESA en las fases tempranas de la lesién, que
alcanzé el nivel mas bajo entre 1 h'y 3 d para lesiones severas y entre 1y 3 d para
lesiones leves. La permeabilidad tiende a recuperarse a partir del dia 7. Cabe
mencionar que en las ratas que solo fueron sometidas a laminectomia y evaluadas
1 dia después de tal procedimiento, se observd una disminucion importante de la
permeabilidad del ESA, similar a la observada a 1 h después de lesion leve.
(Figura 15)

1lesion leve
lesion severa

EEE intacta

aminectomia

Figura 15. Nanogramos de particulas superparamagnéticas recuperadas en L2
después de haber sido inyectadas en la cisterna magna. Datos expresados como

54



*

media * error estandar y analizados mediante prueba de Kruskal-Wallis.
0.05

,p<

El volumen de LCR recuperado junto con las PSPM también mostré algunos
cambios significativos que se muestran en la figura 14. Destaca el hecho que la
menor cantidad de LCR se obtuvo entre 1 h y 3 d post lesidon, de manera mas

acentuada en lesiones severas (Figura 16).

[ lesion leve
lesion severa

E=E intacta

laminectomia

Figura 16. Volumen de LCR obtenido en L2 al momento de recuperar las
particulas superparamagnéticas. Datos expresados como media + error estandar y
analizados mediante ANOVA de 2 vias, seguida por la prueba de Tukey. *, p <
0.05
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DISCUSION

En el presente estudio observacional se muestran datos histologicos y de
permeabilidad que confirman nuestra hipdtesis de que en ratas sometidas a
contusion experimental de ME, se producen cambios en el ESA que varian en
funcién de la intensidad y tiempo transcurrido después de la lesion. Las
alteraciones que ocurren en el ESA espinal después de LTME son potencialmente

relevantes para la fisiopatologia y terapéutica de la lesién medular.

ESTUDIO MORFOLOGICO DEL ESA

Cambios tempranos en la luz permeable del ESA

Durante la etapa temprana después de la lesidn, la reduccion del area de la luz
permeable del ESA es el evento extramedular mas destacado. Aunque este
evento se observa en la primer semana después de la lesion, la magnitud, la
causa aparente, y la extension craneocaudal varian de acuerdo a la severidad y el

tiempo transcurrido después de la lesién.

Para lesiones severas, la disminucion del area de la luz permeable del ESA
parece estar asociada con un aumento en el volumen de ME (hinchazén) de 1
hora a 3 dias después de la lesidon, mientras que a los 7 dias, cuando desaparece
la hinchazén de la ME, se asocia con una constriccion del saco dural a juzgar por
disminucién de su perimetro. La presencia de hematomas subaracnoideos y en
algunos casos el hinchazon de las raices nerviosas también contribuyen a la

reduccion del area de la luz permeable del ESA.

En contraste, en las lesiones leves la hinchazén de la ME tiende a ser menor y la
constriccién del saco dural tiende a ser mayor en comparacion con lesiones

severas. Ademas, los hematomas subaracnoideos son mas pequefios y menos
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frecuentes. En estudios anteriores se han mencionado la obstruccién del ESA
espinal en las primeras etapas de lesion completa e incompleta de ME, pero no se
describe la causa y evolucién a largo plazo de la permeabilidad del ESA (Kwon et
al., 2009).

Aunque no relacionado con la disminucion del area de la luz permeable del ESA,
otros han descrito el edema en la médula espinal en respuesta a la lesion, al

parecer en funcion de la severidad (Sharma et al., 1993; Farooque et al., 1996).

Posibles implicaciones de los cambios tempranos del ESA espinal en el

flujo del LCR y la circulacién sanguinea en el tejido nervioso

La reduccion de la luz del ESA (la principal via de flujo de LCR) que ocurre
durante la primera semana después de la lesién debe obstaculizar o suprimir la
circulacion del LCR espinal. Como se sugiere en los mielogramas y en el estudio
de permeabilidad cuantitativo. Es notable que los cambios en la dinamica del flujo
de LCR en las etapas tempranas después de LTME han sido ignorados como
parte de los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la lesion aguda, a
pesar de que el LCR es esencial para la funciéon normal del SNC y esta implicado

en multiples condiciones neuropatoldgicas (Zapaterra y Lehtinen, 2012).

El LCR entra en contacto intimo con el tejido del SNC con el que intercambia
materiales  bidireccionalmente. Transporta numerosas sustancias que
proporcionan nutricién, ajustan el microambiente (por ejemplo, el pH vy
osmolaridad), dan soporte tréfico, regulan la respuesta inmune y estan
involucradas en diversos mecanismos de senalizacion. El LCR también suministra
oxigeno al tejido nervioso. Ademas, el flujo del LCR juega un papel importante en
la sustituciéon de los vasos linfaticos que estan ausentes en la ME vy las raices

nerviosas (Kazemi et al., 1968; Johanson et al., 2004; Johanson et al., 2011).
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Uno puede especular que las alteraciones en la circulaciéon del LCR pudieran
interferir con los mecanismos auto-reparadores tales como la eliminacién de
sustancias dafinas generadas en el sitio de la lesion y el funcionamiento
adecuado del sistema plexo coroideo-LCR, donde el plexo coroideo recibe
informacion a través de la llegada de moléculas generadas en el sitio de la lesién y
responde mediante la sintesis de una variedad de sustancias bioldgicamente
activas (por ejemplo, factores tréficos, hormonas, y proteinas transportadoras) que
viajan a través del LCR a las células blanco en los tejidos neuronales lesionados
para apoyo de los procesos de reparacion (Chodobski y Szmydynger-Chodobska,
2001; Johanson et al. 2011).

Como consecuencia de la oclusion de la luz del ESA, los vasos sanguineos y las
raices nerviosas contenidas en el ESA son comprimidas con mayor intensidad en

las lesiones severas que en las lesiones leves.

El suministro de sangre a la ME proviene de las arterias radiculares y del plexo
vascular pial, ambos elementos contenidos en el ESA. El plexo vascular pial tiene
una alta capacidad compensatoria para proteger la médula espinal de insuficiencia
circulatoria cuando las arterias radiculares son obstruidas o destruidas. A pesar de
que no se estudid la circulacidn sanguinea, es razonable especular que los
eventos vasculares extramedulares que describimos aqui, contribuyen a la
isquemia que se produce después de la LTME (Fried et al., 1969; Tator y
Koyanagi, 1997; Yoshizawa, 2002; Fassbender et al. 2011).

Si ademas del dafio de los vasos intramedulares (por ruptura, compresion, y
trombosis) hay una obstruccién de la circulacion de la sangre en los vasos
contenidos en el ESA, se esperaria un mayor déficit en el aporte sanguineo a la
ME. Teniendo en cuenta que el SNC es extremadamente vulnerable a eventos

hipdxico-isquémicos, las alteraciones extramedulares descritas aqui deben
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contribuir de manera importante a la fisiopatologia del dafo secundario (Tator y
Koyanagi, 1997; Fassbender et al. 2011).

La oclusién del ESA no soélo podria alterar el suministro de sangre a los tejidos
neurales. Es presumible que también el drenaje venoso de las raices nerviosas y
de la ME estén alterados. (Yoshizawa, 2002)

Teniendo en cuenta que las raices nerviosas se nutren de LCR, asi como de
sangre, el cierre temprano del ESA podria contribuir a la radiculopatia crénica
reportado después de LTME (Rydevik et al., 1990; Berman et al., 1996; Curt et al.,
1997).

Cambios tardios en el area de la luz permeable del ESA

La recuperacién de la luz permeable del ESA en la fase cronica de la lesion, esta
asociada principalmente a la atrofia de la médula espinal. Un hallazgo inesperado
en esta ultima fase es la constriccion sustancial del saco dural en ratas con lesién
severa. Tanto la atrofia medular como la constriccion del saco dural ocurren en el
mismo lugar en la columna vertebral, tanto en las lesiones leves como en severas,

aunque es mayor en el ultimo caso.

La recuperacion de la luz permeable del ESA sugiere que el flujo del LCR es
restaurado, pero no nos atrevemos a mencionar que este flujo tenga
caracteristicas normales, teniendo en cuenta los cambios patolégicos observados
en el sitio de la lesion, sobre todo en lesiones severas, en donde se observan
anclaje de la médula, superficie irregular de la médula por fibrosis pial y

entrampamiento de raices nerviosas (Brodbelt et al., 2003; Reis, 2006)

Estos cambios patoldgicos, definidos como aracnoiditis post-traumatica, se han

asociado con deterioro neurologico. Son el resultado de la evolucién de la
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inflamacion meningea aguda a cicatrizacion tardia. El sangrado intratecal da lugar
a la formacion de hematomas subaracnoideos, como los que observamos después
de lesiones severa. La sangre libre en el ESA potencializa la irritacion meningea /
inflamacion aguda post-traumatica que puede evolucionar a arachnoiditis cronica.
(Kok et al., 2002; Aldrete, 2010)

ESTUDIO DEL SANGRADO EN EL ESA

Incidencia y magnitud del sangrado subaracnoideo

Nuestros resultados muestran que la incidencia y la magnitud de la hemorragia
subaracnoidea asociada con LTME, dependen principalmente de la severidad de
la lesion. Las diferencias en la incidencia y magnitud de sangrado entre lesiones
leves y severas son altamente significativas tanto cuando se consideran todas las
areas examinadas en el estudio, como cuando unicamente se incluyen las areas
de mayor sangrado. Cabe hacer notar que los hematomas grandes (sangrado

grado 3) sélo se presentan en los casos de lesiones severas.

Nuestros hallazgos coinciden con reportes previos respecto a que la magnitud de
la hemorragia subaracnoidea esta en funcion de la severidad de la lesion (Koenig
y Dohrmann, 1977). Sin embargo, a diferencia de los reportes previos, en nuestro
estudio se detallan los patrones de hemorragia subaracnoidea asociada a la
intensidad de la LTME.

Un hematoma subaracnoideo espinal rara vez se produce por causas diferentes a
la LTME. Se le ha asociado a eventos iatrogénicos tales como: puncién lumbar o a
trauma vertebral menor, ambos en pacientes con trastornos de coagulacion. Se ha
descrito que los sintomas comienzan de forma aguda y con frecuencia

evolucionan a un deterioro neuroldgico rapido; la mortalidad asociada a esta

60



condicion es de aproximadamente 9 % (Tjandra et al., 1989; Domenicucci et al.,
2005; Jang et al., 2007).

Origen, ubicacion y destino de la sangre subaracnoidea extravasada

En relacidon con su origen, es evidente que la hemorragia subaracnoidea comienza
con la ruptura de vasos sanguineos de diferentes calibres en el ESA al momento
de contusion; entre mas grave sea el golpe, mayor sera el grado de ruptura de los
vasos sanguineos, tal y como lo observamos en los videos obtenidos al momento
e inmediatamente después de la lesion. Ademas, sangre emanada de la ME
podria difundir al ESA, particularmente en los sitios donde se rompié la pia, como

se observé en algunas preparaciones de la zona de lesion (Figura 13).

En lo que respecta a la ubicacion del sangrado, la mayor cantidad se presenta en
la porcion dorsal del epicentro, justo en el sitio del impacto, en donde se origina el
sangrado. A partir de ahi, la sangre presumiblemente se difunde a través del ESA
en diferentes direcciones, tanto de forma circunferencial, como en forma
craneocaudal, y decrece gradualmente a medida que se va alejando del epicentro

de lesion.

Para ambas lesiones de la ME (tanto leves como severas), la mayoria de la
hemorragia subaracnoidea aparece dentro de la primera hora después del
traumatismo. Podemos suponer que a partir de este momento, la sangre
extravasada (principalmente eritrocitos sueltos o pequefios coagulos) podria ser
desplazada o removida gradualmente por el LCR, dejando solo los hematomas
que son demasiado grandes para ser movidos por este medio. Otros posibles
mecanismos para remover la sangre subaracnoidea podrian incluir la hemalisis y
la eliminacion por células fagociticas (principalmente macréfagos), tal como
mostramos a los 7 dias después de la lesion (Figura 11) y se ha descrito

previamente (Malloy y Low, 1976).
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Posibles implicaciones de la hemorragias subaracnoideas en la LTME

En este momento solo podemos especular sobre las posibles consecuencias
(tempranas y tardias)que el sangrado subaracnoideo puede tener en el resultado
de una LTME.

La hemorragia subaracnoidea en el cerebro de humanos y animales de
experimentacion, resultado de eventos tales como ruptura de aneurismas o
traumatismo  craneoencefalico, desencadenan mecanismos  patoldgicos
relacionados entre si, parcialmente atribuibles a la liberacion de subproductos
téxicos de degradacion de la hemoglobina (Rollins et al., 2002; Echigo et al., 2012;
Greenhalgh et al., 2012; Kamp et al., 2013), que conllevan a un dafo cerebral
irreversible e incluso a la muerte. El déficit neurolégico isquémico tardio se
reconoce como la complicacion mas prominente después de una hemorragia
subaracnoidea a nivel del cerebro (Al-Tamimi et al., 2010; Edvinsson y Povlsen,
2011), y se le ha asociado a varios mecanismos que incluyen entre otros:
espasmo vascular (Chaichana et al., 2010; Koide et al., 2013), alteraciones en la
autorregulacion del flujo sanguineo (Budohoski et al., 2013), disrupcion de la
barrera hematoencefalica (Edvinsson y Povlsen, 2011) edema (Barry et al., 2011),
microtrombosis (Sabri et al., 2012), inflamacién (Greenhalgh et al., 2012;
Provencio et al., 2010; Schneider et al., 2012) y estrés oxidativo (Echigo et al.,
2012). Condiciones como éstas, pueden a su vez, dar lugar a alteraciones en el
procesamiento y transmision de las sefales neuronales (Kamp et al., 2012)
necrosis (Rollins et al., 2002 infartos (Schatlo et al., 2012) y gliosis Murakami et
al., 2011).

Mecanismos similares de lesion se producen después de LTME (Martirosyan et

al., 2012; Oyinbo et al., 2012). Por lo tanto, es razonable suponer que la sangre

extravasada en el ESA que hemos caracterizado aqui, podria ser parte de la
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fisiopatologia de la LTME, aunque la contribucién neta de dicha hemorragia al

dano de la ME tiene aun que ser determinada.

Las posibles consecuencias de la hemorragia subaracnoidea no paran ahi. Los
hematomas subaracnoideos espinales pueden contribuir al desarrollo de
aracnoiditis postraumatica. Nuestras observaciones al dia 7 postlesion (el ultimo
punto incluido en nuestro estudio de sangrado) muestran bandas de colagena
dentro de los hematomas que estan en el proceso de disolucion. Estas
observaciones coinciden con los hallazgos de Sajanti et al., 2000, quienes
encontraron un incremento en LCR de la concentracion de propéptidos de
procolagena en pacientes con hemorragia subaracnoidea reciente. De hecho, la
aracnoiditis postraumatica es reconocida como una de las complicaciones tardias
mas frecuentes en LTME (Aldrete, 2010; Reis, 2006). Desde los estudios pioneros
de Bagley en 1928 que observo el desarrollo de aracnoiditis por inyeccion de
sangre autologa en la cisterna magna de los perros, se ha reportado que la sangre
extravasada al ESA es causa de aracnoiditis espinal cronica (Tjandra et al., 1989;
Kok et al., 2000; Sajanti et al., 2000). La aracnoiditis a su vez puede producir
alteraciones en la dinamica de flujo del LCR, con la subsecuente formacién de
siringomielia (Reis, 2006; Seki y Fehlings, 2008; Falci et al.,, 2009) asi como a
dolor neuropatico debido al atrapamiento de las raices nerviosas (Lewis, et al.,
2004; Gross et al., 2013).

ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD DEL ESA

Desarrollo del estudio cuatitativo

El procedimiento mas simple y accesible para evaluar la permeabilidad del ESA
espinal en la rata parecia ser el trazado con un colorante. En consecuencia, para
estimar la permeabilidad del ESA en ratas vivas, originalmente probamos la

utilidad de riboflavina y verde de indocianina como trazadores cuantitativos (por su
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determinacion colorimétrica y fluorescente, respectivamente) de la permeabilidad
del ESA. Sin embargo, la contaminacion hematica de las muestras de LCR (que

contenian los colarentes) impidié que se consiguieran mediciones fiables.

En la busqueda de un marcador de permeabilidad del ESA, que pudiera ser
medido de forma confiable, independientemente de la presencia incidental y/o
patolégica de sangre en muestras de LCR, recurrimos a la tecnologia de
separacion magnética de PSPM. Las PSPM pueden ser rapida y eficazmente
separadas por atraccidon magnética de muestras de LCR contaminado con sangre,
para posteriormente lavarlas para eliminar cualquier contaminante residual. La
monocapa de estreptavidina acoplado covalentemente a la superficie de las
particulas permite la medicion colorimétrica del producto de la reaccion enzimatica
que se produce al agregar a las particulas peroxidasa biotinilada, seguida de

peréxido de hidrogeno-tetrametilbenzidina.

Las PSPM se han utlizado en una amplia variedad de aplicaciones, con
frecuencia en la separacién de materiales bioldgicos, e incluso se han inyectado
en el ESA de ratas unidos a las células, para guiarlas a un objetivo deseado con
un campo magnético (Vanecek et al., 2012). Sin embargo, en la medida de
nuestro conocimiento, este es el primer estudio para evaluar la permeabilidad de

un espacio corporal utilizando PSPM.

La permeabilidad del ESA en ratas ha sido evaluada de forma cualitativa in vivo
mediante mielografia y con tecnologia de imagen con fluorescencia cercana al

infrarrojo (Sakatani et al., 1997). A diferencia de la mielografia que solo permite
establecer si existe 0 no permeabilidad, nuestro método permite la estimacién
cuantitativa de la permeabilidad del ESA espinal, incluso en condiciones de
permeabilidad restringida. También se han empleado métodos histolégicos para
trazar las vias anatdomicas por donde circula el LCR, utilizando peroxidasa, azul de

Evans, y lantano (Brodbelt y Stoodley, 2007;. Kashiwaguchi et al., 1989). Por otro
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lado, en humanos se usan métodos de imagen sofisticados basados en el uso de
radioisotopos (Mason et al.,, 1998) y resonancia magnética (Yiallourou et al.,
2012), pero éstos no se han usado en roedores para estudios del ESA. En
contraste, nuestro método permite una estimacion cuantitativa in vivo de la
permeabilidad del ESA.

La marcada reduccion de la permeabilidad de ESA observada en ratas
laminectomizadas en comparaciéon con los animales intactos fue un hallazgo
inesperado . Buscando resultados similares en la literatura sélo encontramos un
reporte en humanos que muestran compresioén importante del saco dural dentro de
los 4 dias siguientes a laminectomia lumbar (Awwad y Smith, 1999). El efecto de
la laminectomia en la permeabilidad del ESA y en la reduccion del volumen de
LCR recuperado, es un tema que no ha sido estudiado. Debido al hecho de que el
saco dural es una estructura membranosa viscoelastica, es razonable suponer que
el saco dural se comprime como resultado del proceso inflamatorio epidural
ocasionado por la cirugia y/o por enjurgitacion del plexo venoso epidural, como se
ha demostrado en diversas condiciones clinicas y experimentales (Onuki et al.,
2010; Fukushige et al., 1999; Higuchi et al., 2005).

Cambios tempranos en la permeabilidad del ESA

La disminucién marcada de la permeabilidad del ESA espinal y la reduccién
drastica del volumen de LCR recuperado en las fases tempranas postlesion en
ambas intensidades de lesion (de manera mas acentuada en lesiones severas)
coinciden con los resultados del estudio morfolégico respecto a la drastica
reduccion de la luz del ESA observada durante la primera semana postlesion.
Ambos resultados refuerzan la hipétesis de que la contusién medular se asocia
con alteraciones extramedulares que deben obstaculizar y/o suprimir la circulacion

del LCR durante las fases tempranas de la lesion.
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Las observaciones hechas en el estudio cuantitativo fueron validadas por el
estudio cualitativo de permeabilidad (mielografias) en etapas tempranas
postlesion, en donde las columnas de medio de contraste ubicadas en el ESA se
interrumpieron abruptamente varios segmentos vertebrales craneales a la lesién (1
d: leve y severa; 7d severa) o bien fueron bloqueadas en el sitio de lesién (7d

leve).

Cabe mencionar que en las ratas que solo fueron sometidas a laminectomia y las
evaluadas 1 h después de lesion leve, mostraron una disminucion similar de la

permeabilidad del ESA, en la evaluacion cuantitativa.

Cambios tardios en la permeabilidad del ESA

La recuperacion de la luz permeable del ESA observada en el estudio morfolégico
coincide con el restablecimiento de la permeabilidad del ESA en la fase tardia de
la lesién, tanto en el estudio cualitativo como en el cuantitativo. En conjunto, estas
observaciones nos permiten suponer que el flujo del LCR es restaurado en la fase

tardia de la lesion.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Es evidente que nuestros hallazgos histolégicos no representen exactamente la
configuracion del ESA in vivo debido a la falta de LCR y de la presion intratecal.
Tratando de corregir este sesgo, elegimos medir la longitud del saco dural en lugar
del area rodea por este, ya que la longitud se mantiene constante
Independientemente de sus pliegues. Estudios in vivo deben ser utiles para
profundizar en el conocimiento de este tema, aunque no proporcionaran detalles

finos como los descritos en el estudio morfologico.
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Al proceder de un estudio observacional basado en analisis morfolégicos y de
permeabilidad, nuestros datos no proporcionan informacién sobre los mecanismos
por los cuales las alteraciones subaracnoideas identificadas puede contribuir a la
fisiopatologia de la LTME. Creemos, sin embargo, que nuestros hallazgos
representan una base sélida para la formulacién de nuevas hipotesis en cuanto a
los riesgos patoldgicos de los eventos extramedulares descritos, asi como de los

posibles beneficios de su control.

En cuanto al nuevo método para estimar cuantitativamente la permeabilidad del
ESA, aunque se realiza in vivo, no se pueden realizar mediciones en serie en el
mismo animal. Se recomienda, aunque no es obligatorio, la eutanasia de los
animales al final del estudio debido a la invasion y los posibles efectos adversos

que puedieran tener las PSPM retenidas.

INVESTIGACIONES FUTURAS

Los resultados obtenidos estimulan la realizacion de estudios in vivo utilizando
técnicas dinamicas (IRM, ultrasonido, estudios de flujo y presion del LCR,
influencia de cambios en el ESA sobre flujo sanguineo medular, etc.) que sin duda
contribuiran a un mejor conocimiento de la importancia de las alteraciones

extramedulares en la fisiopatologia de la LTME.

Vale la pena enfatizar sobre el hecho que la hemorragia subaracnoidea asociada a
LTME ha sido un tema poco estudiado. El impacto sobre su fisiopatologia ha sido
subestimado y merece ser abordado. Es razonable prever que se tendran que
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para el control de la hemorragia

subaracnoidea espinal en el contexto de LTME.

El método que disefiado para la estimacién de la permeabilidad del ESA espinal in
vivo debera ser util no solo para determinar la magnitud de la obstruccion del ESA
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en procesos patologicos espinales experimentales, sino también para evaluar

estrategias terapéuticas encaminadas a restablecer su permeabilidad.

CONCLUSIONES

La LTME produce alteraciones del ESA que dependen de la intensidad y el tiempo
transcurrido después de la lesion, asi como del nivel de la columna vertebral
involucrado. Los principales resultados de este trabajo son:

1. En las fases aguda y subaguda de la LTME se produce reduccién de la luz
permeable del ESA y reduccion importante de su permeabilidad; los elementos
neurovasculares contenidos dentro del ESA aparecen comprimidos.

2. La reducciéon de la luz permeable del ESA en lesiones severas se asocia
principalmente a la hinchazén medular y al sangrado subaracnoideo.

3. En la fase cronica, independientemente de la importante constriccion del saco
dural, la luz del ESA se restaura debido a la atrofia de la médula espinal. La
histopatologia muestra alteraciones compatibles con aracnoiditis cronica. EI ESA
recupera la permeabilidad.

4. En general, los mayores cambios se observaron en lesiones severas, en el

epicentro y los segmentos adyacentes.

Respecto a la hemorragia subaracnoidea, ésta se produce después de LTME
experimental y depende principalmente de la severidad de la lesion, siendo
significativamente mayor después de contusiones severas en comparacion con
lesiones leves. Los hematomas grandes se asocian unicamente con lesiones
severas. La mayor cantidad de sangrado en el ESA, independientemente de la
intensidad del traumatismo, se produce poco después de la lesion y se encuentra
dorsalmente en el epicentro. Disminuye gradualmente con el paso de tiempo y
conforme se va alejando del sitio de lesion.
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Se cree que la descripcidon detallada de los patrones de alteraciones
extramedulares que se ofrecen aqui, junto con estudios futuros sobre este tdpico,
mejoraran la comprension de la fisiopatologia de la LTME y ello conducira al

disefio de nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces.
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