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ABREVIATURAS Y DEFINICIONES OPERACIONALES

BHE = Dbarrera hemato encefalica

LMC = laceracién medular completa

LTME = lesién traumdtica de la médula espinal
ME = médula espinal

SNC = sistema nervioso central

SNP = sistema nervioso periférico

ST = sistema inmune

AUTOFAGIA: lesién corporal provocada por el propio sujeto experi-
mental, empleando para ello su aparato masticatorio. Dicha lesién
se localiza generalmente en las extremidades posteriores y/o ‘en
la pared abdominal. '

EVIDENCIA HISTOLOGICA DE VIABILIDAD CELULAR: Contorno celular
uniforme, con citoplasma tefiido de manera homogenea y ndcleos sin
picnosis, cariorrexis o cariolisis. Asi como, ausencia de
reaccién inflamatoria aguda o crénica.

FUNCION SEGMENTARIA DE LA MEDULA ESPINAL: Actividad nerviosa de;
tipo somatico o autonémico, gue resulta de la integracién de!
reflejos a nivel de la ME y gque persiste en ausencia de
conexiones cefdlicas respecto al sitio de la lesion.
NEUROPROTECCION: Connota el efecto de cualquier manipulacién o
substancia que evite o disminuya la destruccién progresiva del
parénquima del SNC después de una lesidn, valorable histolégica
y/o funcionalmente.

PERDIDA DE PESO SEVERA: Disminucién del peso corporal de mas del

30% en una semana, respecto al control intacto.



I~ RESUMEN GENERAL

La lesién traumdtica de la médula espinal (LTME) en lo seres
humanos se acompafna de un alto indice de morbi-mortalidad y suele
dejar graves secuelas neurolégicas. Ello ha conllevado al desa-
rrollc de diferentes modelos experimentales de lesidn medular.
Estos modelos animales han sido de gran utilidad para un mejor
entendimiento sobre la fisiopatologla de la lesién, asl como para
estudiar los fendmenos de neurodegeneracidén-regeneracidn y
neu;oplastacidad. Finalmente los modelos experimentales han per-

mitido evaluar diferentes estrategias terapéuticas.

En los-mamiferos adultos, a diferencia de lo que ocurre en
algunos vertebrados inferiores, no existe regeneracidén (recreci-
miento y conectividad apropiada) de los axones centrales cuando
éstos son dafiados. Sin embargo, se acepta que bajo algunas
condiciones, en especial, en los casos en gue las lesiones son
parciales, puede haber crecimiento colateral desde los axones
preservados (neuroplasticidad), y que esta plasticidad podria

subyacer a la recuperacién funcional parcial observada.

Después de producir una lesidén medular mecédnica (lesién
primaria), en adicién al dafio traumatico per se, se desencadena
una cascada de mecanismos autodestructivos (lesidn secundaria)
que contribuyen a una mayor destruccidén del paréngquima medular;
finalmente, persiste un proceso tardio, denominado neurodege-
nerativo crénico, con la posible participacidén de una respuesta

deletérea autoinmune.

El modelo experimental de LTME mds empleado para probar el



posible efeéto benéfico de traéplantes a la médula espinal (ME)
es la laceracién parcial, ya que al extraer un fragmento de ME se
produce un espacio que permite retener el implante; adi-
cionalmente, dado que la lesidn medular es parcial, la
supervivivencia del animal habitualmente no se ve severamente
afectada. Bajo estas condiciones de lesién y trasplante, se ha
logrado viabilidad, maduracidn e integracién del tejido trasplan-
tado con el hospedero, asl como mejorla en algunas de las
funciones alteradas. La laceracidén medular completa (LMC) es un
procedimiento poco empleado porgue se acompafia de una alta

incidencia de morbi-mortalidad de los animales.

En el presente estudio se evaludé el efecto neuroprotector de
trasplantes colocados en la zona de lesién inmediatamente después
de una LMC en la regién toradcica baja en ratas adultas. En el
primer experimento se probaron implantes de tejido fetal
homotépico alogénico y/o xenogénico (humano). Las ratas que
recibieron trasplante sobrevivieron significativagente mds tiempo
y presentaron menos complicaciones que las rat%s no trasplan-
tadas. En el estudio histoldgico se observé que en los-animales
trasplantados, el grado de destruccién del parénguima medular del
hospedero era menor respecto al observado en las ratas que no

recibieron trasplante.

Para reiterar esta observacién y evaluar el posible efecto
neuroprotector de otros implantes, se llevé a cabo un estudio
adicional. Empleando el mismo modelo de lesidn, ademds de

trasplantar tejido fetal homotépico alogénico, se autoinjertéd



:
nervio periférico o tejido adiposo; como control se implant«
esponja de fibrina (Gelfoam) o se dejd el espacio sin trasplante.
La destruccién del parénquima medular del hospedero se evalud:
mediante morfometria. Las ratas implantadas con alguno de los.
tejidos mostraron significativamente menor destruccidén del
parénquima medular al compararlas con las ratas no implantadas.
La destruccién observada en las ratas implantadas con Gelfoan,
aunque fue menor que en las ratas no implantadas, no fue
significativa. El efecto benéfico del tejido trasplantado pudiera
deberse a su accién como un "amortiqguador" de las sustancias
neurotdéxicas liberadas en la zona de lesién, o bien, a su
capacidad neurotréfica sobre las neuronas contiguas del

hospedero.



II- INTRODUCCION

La LTMé ha captado el interés de diferentes disciplinas
cientificas y asistenciales, ya que dicha lesién en los seres
humanos representa un problema socioecondmico de gran magnitud.
Su manejo integral es muy complejo por lo que reguiere de la
intervencién de un grupo multidisciplinario y de tecnologia
especializada, desde el momento del accidente hasta que el
individuo es rehabilitado, generalmente con graves secuelas

neuroldgicas permanentes (14, 66, 183).

En la antiguedad y hasta mediados de los afios cuarenta, la
mayoria de. los pacientes con LTME morian durante las primeras
horas como resultado del trauma inicial, o en las siguientes
semanas, a consecuencia de infecciocnes y otras complicaciones
(96). Después de la segunda guerra mundial, gracias a los
maltiples avances en cuidados intensivos, farmacologia, cirugia,
rehabilitacién, etc., se mejord notablemente la posibilidad de
sobrevida. Sin embargo, la incidencia de morbi-mortalidad sigue
siendo considerablemente elevada, ain en l%s centros de atencién

especializados en este tipo de lesidén (14, 183).

De igual manera, la seccién medular completa experimental en
mami feros adultos, no s6lo se asocia con parapiejia, sino gque
también involucra la alteracién de varias funciones somaticas y
autondémicas que pueden ocasionar la muerte del animal en los

primeros dias o semanas subsecuentes a la lesidn (49).



III- ANTECEDENTES

A) Antecedentes histdéricos sobre regeneracidén y plasticidad del

sistema nervioso.

Los fundamentos iniciales para el conocimiento del gue disponemos
en la actualidad sobre la regeneracién del sistema nervioso
central (SNC), fueron establecidos por Santiago Ramén y Cajal a
principios de este siglo. Este investigador cortdé la ME de
mamiferos inferiores y obsérvé gue algunos axones empezaban a
regenerar, sin embargo, dicho proceso se detenia después de las
primeras dos seman&s de la lesidn (152). Pasaron varias décadas
antes de que el tema se reinvestigara seriamente. Asi, Sugar y
Gerard (180) confirmaron los hallazgos de Ramén y Cajal. Windle
(199, 200) luego de confirmar dichas observaciones, propuso gque
el proceso abortivo del crecimiento axonal pudiera deberse a la
barrera mecdnica que representaba la cicatriz fibroglial reactiva
a la lesidén, y empleando diferentes sustancias como esteroides,
hormonas y pirdgenas, lograron que la cicatriz se hiciera mas
delgada y laxa, asi como, gue los axones crecieran durante mas
tiempo y una mayor longitud, sin embargo, no se consiguid
recuperacién funcional. El concepto de barrera mecénica para la
regeneracién prevalece hasta nuestros dias, aungue no como flnica

causa (ver adelante).

Al principio de la década de los cincuenta, Edds describid el
fenémeno de crecimiento nervioso colateral (55)..Este inves-
tigador secciondé parcialmente las fibras que inervaban un misculo

esquelético y observdé que de las fibras intactas creclan



prolongaciones preterminales en direccién al misculo denervado.
Dichas prolongaciones permitian la restauracién parcial del peso
y la fuerza del mGsculo previamente denervado. Con este expe-
rimento se demostraba un principio fundamental de la neuro-
biologia: la neuroplasticidad. Weddell (193) demostrdé un fendmeno
idéntico en nervios sensitivos: después de seccionar un nervio
cutaneo en el conejo, el Area de anestesia se reducla con el paso
del tiempo; la mejorla funcional se debla al crecimiento de
nuevas fibras nerviosas procedentes de los nervios intactos de la
piel circundante. De manera similar, se demostré en los ganglios
simpdticos del gato, crecimiento y recuperacidén funcional
dependiente de las colaterales neoformadas desde las fibras
nerviosas residuales del nervio preganglionar (79, 110, 136,
197). Es importante dejar claro que son dos procesos diferentes
el crecimiento calateral axdénico y la regeneracidédn de un axén
terminal, ya que el primero resulta del crecimiento de un axén
intacto, mientras que el segundo resulta del crecimiento de un

axén lesionado.
l

él crecimiento colateral axénico parecia ser una propiedad
inherente al sistema nervioso periférico (SNP), hasta que Liu y
Chambers (121) demostraron que los axones de la ME podian ser
estimulados para emitir prolongaciones colateraies. Ellos
seccionaron varias ralces dorsales o la vlia corticoespinal de
manera unilateral; varios meses después seccionaron las ralces
restantes del mismo lado, al igual gue sus equivalentes contra-
laterales; 2 semanas después, empleando tinciones para identi-

ficar fibras degeneradas, observaron que el lado denervado



'crénicamEntéiéé ;éﬁia'mAS intensa y extensamente que el lado
conﬁréi;ilé;cﬁai interpretaron como reinervacién colateral del
lado denervado crénicamente. Con este estudio se modificé el
concepto que se tenla sobre la organizacién del SNC, al demostrar
por primera vez plasticidad anatémica en dicho sistema. Estos
hallazgos se han verificado por Goldberger y Murray entre otros
(74, 137). La interpretacién de los hallazgos de Liu y Chambers
podrla dejar dudas por haber empleado un método indirecto, sin
embargo, Raisman (1505 confirmé el crecimiento colateral en el
SNC empleando microscopia electrdnica cuantitativa en sus

estudios de plasticidad en el nlcleo septal del conejo.

En las Wltimas décadas, la neuroplasticidad ha sido objeto de
miltiples estudios. En la actualidad, el término '"neuroplasti-
cidad" se usa para describir los principios asociados tanto con
la reorganizacién neuronal que se presenta después del dafio al
sistema nervioso, como con la nueva organizaciédn neuronal creada
por un factor inductor del ambiente externo. La primera, se
conoce como plasticidad estructural, se relaciona con fenémenos
de regeneracién y de degeneracién, y se enfoca a los mecanismos
que inducen, gulan y sostienen los cambios; la segunda, se conoce
como plasticidad sindptica, se relaciona con el aprendizaje y con
la memoria, y se enfoca mas a los estimulos que inician los
cambios, asl como a los efectos fisioldgicos y funcionales de

éstos (29, 68, 104, 177).

AYn falta mucho por determinar con precisién el efecto funcional
de la plasticidad estructural. En algunos casos, como en lesiones

parciales de la via piramidal, se ha demostrado gque la



plasticidad estructural explica un cierto grado de recuperacién
funcional (106, 136); en otros, como sucede en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer, el crecimiento colateral axénico en
torno a las placas cerebrales de amiloide, la plasticidad parece

tener efectos deletéreos en algunas funciones cerebrales (42).

Los trasplantes al SNC pueden modificar los fenémenos de
plasticidad espontdnea por diversos mecanismos como: reempla-
zamiento de neuronas (24, 52, 196), gula y soporte tréfico para
el crecimiento y conectividad axonal (2, 24, 196), competencia
entre prolongaciones del trasplante y del hospedero por ocupar
sitios denervados disponibles para formar nuévas sinapsis (91),

etc.

La induccién y soporte del crecimiento y conectividad neuronal
han sido motivo de miiltiples estudios. Desde principios de siglo
se propuso la "hipétesis neurotrdéfica" qgue suponia la existencia
de sustancias producidas por las estructuras blanco que atralan
las fibras nerviosas (80, 89, 178). Aiprincipio de los cuarenta,
)
Weiss (194, 195) demostrd que la orientacién del crecimiento
axonal después de una lesidn de nervio periférico estaba dada por
las bandas de Bungner constituidas por células de Schwann. A
fines de los afios cincuenta y principio de los sesenta, Levi-
Montalcini y cols. (115, 116) aislaron y purificaron el primer
factor neurotréfico, una proteina encontrada en las glandulas
salivales del ratén y en el veneno de algunas serpientes y que
llamaron "factor de crecimiento nervicso". Desde entonces se han

hecho grandes progresos en la identificacién, aislamiento y



purificaéién de moléculas sélubles con efecto neurotrdfico.
Dichas moléculas son particularmente abundantes durante el
desarrollo, en tejidos denervados y en las células gliales.
Funcionalmente son promotores de sobrevida, crecimiento, guia y
‘conectividad de las neuronas (4, 7, 13, 22, 41, 63, 71, 128, 159,
162, 187). No solo los factores neurotréficos solubles participan
en los fenémenos de crecimiento y conectividad neuronal, también
juegan un papel importante las moléculas de adherencia neural
presentes en el cono de crecimiento (109, 114, 120, 141, 192),

asl como la matriz extracelular (4, 35, 118, 174, 179, 206).

B) Fisiopatologia de la lesidén medular.
1. Lesién primaria y lesidén secundaria. P
Después de producir una LTME, el dafio no queda confinado
exclusivamente al sitio de la lesidn original, al paso del tiempo
también se produce destruccidén del parénquima medular contiguo,
asi como destruccidén o atrofia de algunas neuronas distantes a la
zona de lesién (61, 62, 75, 101, 102, 185). i

!
El periodo de latencia relativamente largo entre el momento de 1la
lesién y el desarrollo de necrosis maxima, permite diferenciar
los eventos de la LTME en "primarios" y "secundarios". Los
eventos primarios son el resultado directo del trauma inicial y
varian de acuerdc al tipo e intensidad del mismo, mientras que 1la
lesidn secundaria es la producida por una secuencia de eventos
deletéreos que siguen a la lesidén primaria y que conllevan a un

grado mucho mayor de necrosis parenquimal (75, 102).

Diferentes grupos de investigadores han generado datos sugiriendo



diversos mecanismos "secundarios" como responsables del dafio
final en la LTME. Probablemente la desregulacién idnica sea el
mecanismo de lesién secundaria mas temprano, que obedece a la
perturbacién inicial de las membranas de las células dafiadas,
inducido por el evento traumatico primario (9, 11, 90, 113, 166,
209). A medida que el tiempo transcurre, se desencadenan otros
mecanismos deletéreos, entre los que se pueden destacar:
liberacién de neurotrasmisores con efecto téxico, produccién de
radicales libres y peroxidacién de lipidos, isquemia, liberacién

de enzimas liticas y acidosis entre otros (ver referencias

adelante). . C e e

VDesregulacién iénica

Como consecuencia del trauma inicial, las células de la subs-
tancia gris y muchos axones de la substancia blanca pierden el
control de la regulacidén idnica y osmética. Por tal motivo se
inicia un intenso movimiento idnico que estd determinado por sus
gradientes de concentracién y de carga; entre otras alteracioﬁes
a nivel intracelular, ocurre un incremento de los iones de sodio
y calcio, con una disminucién concomitante de los iones de
potasio y magnesio. Al verse alterado el gradiente iénico, cesa
rapidamente la conduccidén de impulsos nerviosos y se favorece la

formacidén de edema (113, 209).

El incremento intracelular descontrolado del calcio idnico libre
(ver adelante), desencadena mecanismos de lesién que pueden
llevar a la muerte celular por diversos mecahismos incluyendo:

inhibicién de las funciones mitocondriales, deplecién de ATP por

10



activacidén de ATPasa, activacidén de proteasas‘y foSfoIipdsas?gon,'

el consiguiente catabolismo de proteinas yliipidos estfucﬁﬁfgiéél

e inhibicién del metabolismo celular (9, 90, 166). T

Los neurofilamentos constituyen la parte fundamental del citoes-:
queleto axonal ya que mantienen el calibre y la longitud del axén
y participan en gl transporte rapido (54, 111, 112, 167). Las
proteasas neutras activadas por calcio, producen una protedlisis
masiva de los neurofilamentos, que puede llevar a la pérdida de
soporte estructural con colapso progresivo y fragmentacién del
axén, todo lo cual ocurre durante las primeras horas o dlas
. subsecuentes a la lesidén (10, 12, 90, 166, 167). El calcio-libre
intracelular también activa proteasas y fosfolipasas que a su vez
encuentran como sustratos los componentes de la mielina y pueden,
en el mismo lapso, producir una desmielinizacidén completa en el

adrea de la lesidn (10, 1il, 90).

La disminucién intracelular del magnesio iénico es directamente
proporcional a la severidad de la lesiéniy su baja concentracién
altera actividades enzimdticas, disminuye la produccidén de
energia y la sintesis proteinica; ademds de que incrementa la

permeabilidad de la membrana plasmdtica (113).

Excitotoxicidad

Algunos aminodcidos excitatorios como el glutamato y el aspartato
participan en partg en el dafio neuronal secundario (58, 145,
204). Dichos aminodcidos en condiciones normales se encuentran
almacenados en las neuronas para ser utilizados como neuro-

transmisores. Sin embargo, después del trauma se liberan en

11



grandes cantidades al espacio extracelular como resultado de la
lesidn directa de la membrana celular gque los contiene, o bien,
" como resultado de la isquemia (172). Los aminodcidos extra-
celulares libres producen extensa excitaciédn de las neuronas -
viables, en parte por permeacién membranal de calcio a nivel de
los receptores correspondientes (134). El efecto tdxico de dichos

aminodcidos se conocce como excitotoxicidad.

_Neurotoxicidad por radicales libres y peroxidacién de lipidos
 Después de una lesidn neurolégica aguda se producen abundantes
radicales libres en la zona de lesidn, originados principalmente
en la respiracién mitocondrial, en la isquemia-reperfusién, por
la conversién irreversible de deshidrogenasa de xantina a oxidasa
de xantina, en la auto-oxidacidn de catecolaminas, en la cascada
del &cido aragquidénico y como producto de los neutrdfilos

activados (84, 97).

El SNC puede ser particularmente susceptible al dafio inducido por
radicales libres por varias razones. Los lipidos de mémbrana son
especialmente ricos en colesterol y 4cidos gra;os poli~
insaturados, los cuales sonh blanco de compuestos activos de
oxligeno (radicales libres de oxigeno y peréxido de hidrdgeno)
(6). E1 SNC es pobre en actividad de catalasa y de glutatién
peroxidasa y tiene una cantidad moderada de superéxido dismutasa
(enzima que destruye al ién superéxido); es rico en hierro y el
hierro es el principal inductor de la produccién de radicales
libres en lesiones del SNC. El acido ascérbico se encuentra en

altas concentraciones tanto en la substancia gris como en la

blanca y aunque funciona como antioxidante cuando se presenta

12



solo y en altAs concentraciones; en presencia del hierro y del
cobre liberados por la extravasacién de sangre después del
trauma, el &cido ascérbico produce grandes cantidades de
radicales libres (5). Las neuronas contienen un gran numero de
lisosomas, cuyas membranas son dafiadas por los radicales libres,
dando por resultado la liberacién de enzimas hidroliticas dentro

del citoplasma de las propias neuronas (57, 83, 208).

Tanto en lesiones medulares como cerebrales se ha demostrado
incremento en la produccién de malondialdehido (producto de la
lipoperoxidacién). En ambas lesiones se ha demostrado destruccién
del colesterol extralble y consumo de los principales anti-
oxidantes (Acido ascérbico y alfa tocoferol) (6, 148), asi como
inhibicién de la actividad de la ATPasa sodio-potasio depen-
diente, siendo ésta una de las manife§taciones tempranas de la

peroxidacién de lipidos (37).

Con el uso temprano de atrapadores de radicales libres (como la
metilprednisolona) después deiuna lesién medular, se observa
|
mejor evolucién funcional tanto en animales de experimentacidn

(6, 163), como en humanos (28, 85).

Isgquemia

La isgquemia gue se presenta después de la LTME desempefia un papel
importante en el desarrollc de la lesién secundaria. Los valores
del flujo sanguineo inicialmente permanecen en un rango normal y
alcanzan su nivel critico en la regién central entre una y tres
horas post-lesién; en la substancia blanca el nivel critico se

alcanza mas tardiamente. El grado de isquemia es directamente

13



proporcional a la intensidad de la lesidn e inversamente a la’

extensidén de la recuperacién funcional (8).

Entre los mecanismos descritos dentro de la fisiopatologia de la -
isquemia, diferentes autores destacan (53, 72, 76, 82, 95, isl[
207):
1- La accién directa del traumatismo sobre los vasos sanguineos.
2- La hipotensién arterial sistémica ocasionada por disminucidn
de la actividad simpédtica y predominio de la actividad
parasimp&tica.
3- La vasoconstriccidén local por:

a. Espasmo del misculo liso arteriolar comé pfﬁbable éénse—-
cuencia de la elevacidn de los niveles de calcio intracelular.

b. Elevacidén de metabolitos vasoactivos derivados del &cido
araquiddnico (ej. prostaglandinas F2 o TXA2).

c. Produccién de radicales libres y peroxidacién de lipidos
vasculares.
4- Microtrombosis por adherencia plaquetaﬁia a las paredes
vasculares alteradas, lo cual pudiera también' estar determinado

por un desbalance entre tromboxano y prostaciclina.

2. Obstdculos para la regeneracidén medular.

'Es bien sabido que en los mamiferos adultos las neuronas ho
tienen la potencialidad para dividirse (151, 152) y gque los
axones centrales lesionados no se regeneran de manera apropiada
para permitir el restablecimiento funcional (16, 17, 59, 81, 101,
176) . Las manifestaciones clinicas mads aparentes asociadas a la

pérdida local de neuronas y al dafio de las vlas intersegmentarias

14



en elkarea de la lesién, son la pardlis flacida y las altera-
cionés de la sensibilidad confinadas a los miotomos y dermatomos
correspondientes, mientras que la pérdida funcional extensa por
abajo del nivel de la lesién, se explica por la regeneracién
inapropiada de las vias largas tanto ascendentes (aferentes) como
descendentes (eferentes), las cuales no logran crecer ni tampoco
establecer las conexiones apropiadas (190, 201, 202). Esto es un
problema multifactorial, en el gue participan: 1- la formacién de
la cicatriz fibroglial con efecto de barrera fisica para el
crecimiento axonal (122, 155, 199, 200); 2- la inhibicidn del
cono .de crecimiento axonal por. contacto-con- proteilnas presentes
en la membrana de los oligodendrocitos'madurOS'y en su producto:
la mielina central (36, 164, 168,+169) o por una fraccién de
proteoglicanos presente en la membrana de la microglia activada
(27), 3- la respuesta inmune contra antigenos del propio SNC (ver

adelante) .

La incapacidad para lairegeneracién medular en los mamiferos
adultos, contrasta con la extensa capacidad regenerativa del SNP
de los mismos, ‘asi como de la ME de algunos vertebrados

inferiores (124).

La diferencia en la capacidad de regeneracidén entre el SNC y el
SNP, antiguamente se atribuia a una incapacidad primaria de las
neuronas centrales para crecer sus axones. Ramén y Cajal sugirisé
que tal diferencia radicaba en las células gliales y no en las
neuronas, al obervar que las neuronas de los ganglios de las

raices dorsales regeneran sus axones (Gnicamente donde existen
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células de échwann['no asi, donde tales células son reemplazadas
por oligodendrocitos al entrar a la ME (152). Demostraciones mas
recientes del crecimiento de los axones del SNC dentro de
injertos de nervio periférico (2, 15, 50, 103, 156, 157, 165),
confirman que las neuronas maduras del SNC retienen considerable
potencialidad para su elongacidén, siempre y cuando exista un
microambiente favorable en la zona de la lesidn, en este caso,
propiciado por las células de Schwann y el tejido conjuntivo

neural periférico.

Los estudios sobre las estrategias que utilizan los vertebrados
inferiores para regenerar sus axones medulares después de una
lesién, han definido considerablemente la interaccidn celular que
contribuye a los procesos de crecimiento axonal y recuperacién
funcional. En tales vertebrados el proceso de reparacién se
inicia por multiplicaciédn de células mesenguimatosas poco
diferenciadas gue llenan el espacio creado por la seccidn
medular. Las células ependimarias del canal central, proliferan a
partir de ambos mufiones medulares y %igran dentro del mesénquima
hasta reunirse y formar un puente gue une ambos mufiones. Hasta
entonces se inicia la elongacidén axonal. La mayoria de los axones
crecen en sentido longitudinal, aparentemente guiados por la
superficie de las células ependimarias y de otras células gliales
como los astrocitos. Cabe mencionar que la recuperacién funcional
ocurre en ausencia de restitucién anatémica normal, pues muchas
de las terminaciones de los axones regenerados son aberrantes y
no llegan a hacer conexiones con las células blanco originales.

Sin embargo, la recuperacidén funcional se explica por la
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regeneracidén axonal, pues en caso de volver a seccionar la ME en
el mismo sitio o en otro més cefdlico, la funcidén ganada se

pierde de nueva cuenta (133, 170, 173, 205).

3. Aspectos inmunoldgicos de la lesidén medular.

En los vertebrados superiores y particularmente en los mamiferos,
el SNC estd considerado como un sitio "privilegiado inmuno~
légicamente", pues sus antigenos quedan secuestrados del sistema
inmune (SI) por la barrera hemato encefdlica (BHE) y por la
éusencia de drenaje linfatico parenguimal, por lo que se
considera que los componentes del SNC se encuentran relativamente

aislados del SI (87, 108).

Después de una lesidén del SNC, puede desencadenarse una respuesta
autoinmune contra los componentes normales del tejido nervioso.
Uno de los primeros eventos es la ruptura de la BHE, lo que
permite un estrecho contacto entre el SI y el SNC. Los
astrocitos, después de la lesibén neural, expresan en su super-
ficie sustancias del complejo principal de histocompat%bilidad Y
son capaces de presentar antigenos a linfocitos T abtivados,
mostrando con esto su capacidad de mediar lisis en células blanco
(19, 198), por lo gue se consideran bajo estas condiciones,
células coadyuvantes del SI. lLa respuesta inmune humoral también
participa en el dafio al propio SNC; se han detectado
autoanticuerpos contra el sistema nervioso en el suero de
pacientes a diferentes tiempos después de una LTME (135), también
se han identificado complejos inmunes recubriendo a las vainas de
mielina en el 4rea de lesidn medular en conejos (143), asi como

astrocitos positivos a IgM o a IgG a diferentes tiempos después
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de una LTME en ratas (19). Por otro lado, las células cebadas y

los macréfagos activados reclutados en la zona de lesiédn,
secretan proteasas mielinoliticas gque contribuyen de manera
importante a la desmielinizacién (26, 147, 181, 198). Se piensa
gque los fenémenos inmunoldgicos descritos pueden estar en
relacidén con el proceso de degeneracidn progresiva observada en

los estadios ulteriores a la LTME.

C) Modelos exéerimentales de lesidn medular.

Para entender mejor la naturaleza y los aspectos fisiopatoldgicos
que intervienen en la evolucidn del trauma medular, asi como para
evaluar diversos tipos de tratamiento, se han desarrollado
diferentes modelos experimentales de lesidén, los cuales ofrecen
la oportunidad de obtener lesiones medulares de intensidad y
caracteristicas con un rango de variabilidad relativamente
constante, en condiciones controladas. En términos generales,
existen tres modelos experimentales para inducir trauma medular:
lesidn tipo contusidén~compresidn, corte limpio con cuchillo y
lesién tipo laceracién. Cada modelo tiene muchas variantes y en
la literatura existen abundantes reportes en cuanto a técnicé,
objetivos, ventajas y desventajas, posibilidades y limitaciones,
uso racional, histopatologia, contribuciones conceptuales, consi-
deraciones clinicas, criticas, etc. (para revisién: 47, 48). A
continuacién se destacan los aspectos fundamentales de cada uno

de los tipos de lesién medular experimental.

La lesidén tipo contusidén-compresidn se considera actualmente el

modelo experimentél que reproduce mas fielmente lo que sucede en
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la mayoria de los casos de LTME en huménos. Esta técnica fue
desarrollada originalmente por Allen en 1911 (3) con el objeto de
inducir un trauma medular de manera cuantitativa, sin incidir
directamente sobre los axones de la substancia blanca o ias neu-
ronas de la substancia gris. Para producir este tipo de lesién,
se expone la ME a través de una laminectomia y conservando las
meninges integras se deja caer sobre la ME un cilindro de un peso
conocido desde una altura predeterminada, a través de un tubo
gula. Existe una relacién directa entre la fuerza del impacto y
la intensidad del trauma. Ventajas: 1) se puede cuantificar el
umbral (fuerza necesaria para producir paraplejla permanente), 2)
al preservar la integridad de las meninges se evita la penefra—
cién de tejido conectivo laxo y de liguido intersticial.
Limitaciones: 1) hay una considerable variabilidad entre la
cantidad de substancia gris y substancia blanca destruida, asi
como, frecuente lateralizacién (derecha-izquierda) del impacto,
2) al momento de la lesidén es dificil predecir cuales seran los
axones que finalmente degeneren y cuales los queise preserven, 3)
los axones preservados pueden ser identificados ;rroneamente como
axones regenerados. Contribuciones conceptuales: 1) la importan-
cia de la lesién secundaria (autodestructiva), 2) la progresién o

la regresidén en funcién del tiempo y de la intensidad del trauma

(umbral y subumbral), 3) alteracién de sustancias gris y blanca.

El modelo de lesién "Corte limpio con cuchillo" se ha usado

principalmente con el objeto de investigar aspectos relacionados
con la regeneracidn axonal y con la cicatriz fibroglial, mids que

la relacién entre el grado de lesién y la paraplejla, pues se ha
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,démosﬁrado que Gnicamente la seccidn bilateral completa produce
_paraplejia. En este modelo, la lesién primaria es mas importante
i,YSdeterminante de la evolucidn que la secundaria. Técnica: se
expone la ME mediante laminectomia, se cortan longitudinalmente
las meninges y se corta la ME en el plano transversal, de acuerdo
a la profundidad de este Ultimo corte se puede producir seccidn
de vias y fasclculos de manera selectiva, hemiseccidén parcial uni
o bilateral y seccidn bilateral completa. Ventajas: 1) la
extensién de la lesidn puede ser visualizada directamente durante
la cirugia, 2) la hemorragia puede ser detectada y controlada de
inmediato, 3) el modelo proporciona una preparacién bien
controlada para estudios de regeneracién axonal. Limitaciones: 1)
por ser una lesidn abierta, permite la penetracién de tejido
conectivo laxo y de ligquido tisular, 2) el uso de electro-
‘coagulacidn para controlar la hemmorragia, agrega variables
independientes al experimento, 3) al momento de cortar, algunos
axones. pueden ser desplazados y permanecer integros, tales fibras
puedeniser identificadas erroneamente como axones regenerados.
Contriguciones conceptuales: 1) la causa de la paraplejla es el
corte de los axones de los tractos largos, mdas que el corte de
todos los axones en todos los tractos, 2) Distincién clara entre
paraplejla transitoria y permenante, 3) aunque con el modelo no
se ha logrado demostrar regeneracién de axones seccionados, se ha

demostrado el crecimiento de colaterales axdénicas.

La lesidn tipo laceracién combina caracteristicas de los dos

modelos de lesidén anteriores. Técnica: se expone la ME, se

inciden las meninges longitudinalmente y con cuchillo o tijeras
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se corta la ME en 2 puntos y se extfae tejido meduléf dejando una
éavidad que puede ser de tamafio variable. E1 objéto es producir
una lesién con ablacién de tejido neural en la regidén. Este
modelo puede simular la situacidén de algunas fracturas en humanos
con penetracidon de fragmentos vertebrales a la ME; es Util para
estudiar varios aspectos del trauma tales como la lesién primaria
directa, primaria indirecta, secundaria y la degeneracidén progre-
siva, asi como la interaccién entre ellas que resulta en la
degeneracién gradual de loszaxones preservados (si es el caso).
Es el modelo gue m&s se ha empleado para investigacidn con
trasplantes a la ME, ya gque la cavidad creada da cabida y
retencién a los tejidos trasplantados. Ventajas: 1) se puede
obtener paraplejla permanente después de lesiones parciales, lo
que permite estudiar el destino del sistema axonal preservado; 2)
la extensién de la lesidén y la cantidad de tejido preservedo
pueden definirse en términos anatdmicos, lo que permite clasi-
ficar las lesiones en umbral, subumbral y supraumbral; 3) puede
ser usado para analizar la naturaleza de las condiciones
patolégicas secundarias y su interaccién con el tejido medular
contiguo a la lesién. Limitaciones: 1) es una lesién abierta, con
sus implicaciones quirdrgicas; 2) se produce abundante
hemorragia; 3) los animales con una lesidén parcial extensa o
total, muestran paraplejia permanente y sobre todo una sobrevida
muy corta. Contribuciones Conceptuales: 1) explica en términos
histopatolégicos el por qué, bajo ciertas condiciones de trauma,
un animal desarrolla paraplejla y no bajo otras condiciones; 2)

si bien la seccidn completa del sistema axonal de tractos largos
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es la base de la paraplejia permanente, no necesariamente tal
corte debe ser hecho en el momento del trauma, ya que puede ser
producto de un proceso degenerativo gradual en un periodo de
tiempo; 3) la fase de paraplejla transitoria tiene importancia
clinica, dado que cualquier medida terapéutica debe instaurarse
antes de que los cambios secundarios y degenerativos 1la
conviertan en permanente; 4) no necesariamente deben preservarse
la mayorla de los axones para una recuperacidn motora util (56,
201), y al menos en la rata y en el gato, ‘no se requiere de los
axones corticoespinales para lograr dicha recuperacidn, es
suficiente con preservar algunos axones de la via reticuloespinal
Yy posiblemente vestibuloespinal (138). Las consideraciones
anteriores estan basadas fundamentalmente en lesiocnes parciales,
el modelo de laceracién total ha sido muy poco empleado por sus

efectos devastadores.

D) Trasplantes a la médula espinal.
Una alternativa para estimular la regeneracidn de la ME lesionada
es el uso de trasplantes neurales (186). Para este propdsito se

han disefiado basicamente tres estrategias de trasplante:

a) Trasplante a la zona de lesidén, esperando que funcione como
puente o relevo entre las estructuras suprasegmentarias y la ME
caudal. Se ha demostrado que el injerto de segmentos de nervio
periférico en zonas de lesién de la ME, apoya el crecimiento de
axones de neuronas centrales al proveer un microambiente favora-
ble para la regeneracidn, pero dichos axones son incapaces de

continuar su crecimiento mas alla de 1 a 2 mm al retornar a la

22



R
“ME. AdémaS]fnérfBrmangSinapsis apropiadas que’‘permitan la

Fecuperacién. de funciones perdidas (1, 156-158).

Otros intentos para formar puentes o relevos en la zona de lesién
medular se han hecho implantando tejido fetal del SNC. Para este
propésito se han disefiado miltiples estrategias. El tipo de
lesién que mas se ha utilizado es la laceracién aguda parcial
(20, 86, 94, 98, 184) o completa (34, 46, 69, 144, 180), aungue
también se han empleado lesiones crénicas (93, 182). Para el
implante se han usad; tanto tejido homotépico (20, 69, 93, 94,
98, 182), como heterotépico (18, 69, 86, 98). Uno de los para-
metros de evaluacidn mds constante es en relacidén a la sobrevida,
crecimiento e integracién del implante con el hospedero. En
términos generales, los tejidos trasplantados muestran una mayor
tasa de viabilidad cuando son implantados en lesiones agudas
parciales o en lesiones crénicas y pobre o nula viabilidad en
lesiones agudas completas. Tienen mayor capacidad de crecimiento
los tejidos de origen cerebral (heterotépicos) que los de ME
(homotdpicos). Se integran mejor al hospedero después de lesiones
parciales agudas al comparar con lesiones crénicas, donde la
integracién es parcialmente obstaculizada por la cicatriz
fibroglial; en lesiones agudas completas no se ha reportado
integracién injerto-hospedero. Los trasplantes de tejido fetal, a
excepcién de los colocados en la cavidad de una lesidn aguda
completa, son substrato adecuado para el crecimiento de axones
centrales (69, 86, 93) o periféricos (94, 98) y sué neuronas
pueden hacer sinapsis con neuronas del hospedero o viseversa.

También se ha demostrado que son capaces de evitar la muerte
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retrégrada de neuronas axotomizadas (30, 99). Desde el punto de
vista funcional, en adultos se ha reportado disminucién leve del
deficit funcional motor (20, 21, 182), mientras gue en neonatos,
los trasplantes pueden favorecer una recuperacidn motora mayor y
mds rdpida (107). Recientemente se ha demostrado que los
bicimplantes de matriz coldgena colocados en la cavidad creada
después de una laceracién medular completa, favorecen 1la
regeneracién de axones centrales a través de la zona de lesién.
Dichos implantes se han probado solos (70, 127), en combinacién
con tejido fetal (69) y asociados a transposicién de epiplédn

(51) .

b) trasplante de motoneuronas a la zona de lesién para reinervar
misculos segmentarios. Recientemente se ha demostrado que las
motoneuronas embrionarias trasplantadas al SNC adulto son capaces
de diferenciarse y de migrar (52}, reinervan segmentos de nervio
periférico implantades en la ME en una posicién adyacente a
dichas neuronas (38), ademas, reinervan misculo esquelético
cuando se implanta en la ME una preparacion de nervio periférico

unido al muisculo (139, 171).

¢) trasplante de neuronas monoaminérgicas para restaurar circui-
tos suprasegmentarios perdidos. Empleando el modelo de seccién
medular completa o inyectando neurotoxicos especificos para
neuronas monoaminérgicas, no se logra reinervacién espontanea por
dichaé neuronas en la porcién caudal a la lesién. Con el empleo
de trasplantes de tejido fetal obtenido de nucleos del tallo
cerebral ricos en neuronas monoaminérgicas, colocados en posicidn

caudal a la zona de lesién, se ha demostrado que las neuronas
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.implantaQas sobreviven, crecenvy,ﬁacén sinapsis cén neuronas del
hospedero”'asi mismo, mantienén la expresién de sus
neurotransmisores (23, 39, 40, 140, 142, 149). Funcionalmente se
ha demostrado reforzamiento de los reflejos flexores en las patas
posteriores de ratas (33) y se estudian otros posibles efectos en

funciones autonémicas y somaticas (39).

Se han propuesto diferentes mecanismos de interaccidén de los
trasplantes neurales con el hospedero para explicar 1la
recuperacién neuroldgica en modelos experimentales de enferme-
dades neurodegenerativas, particularmente trasplantando substan-
cia nigra  y/o estriado fetal al estriado lesionado de animales
adultos (24, 41, 191). Los principales mecanismos propuestos son:
1- Restauracién de circuitos neuronales dafiados, 2- disponi-
bilidad de neurotrasmisores para operar circuitos preexistentes,
3- estimulacién de la revascularizacidn, 4~ remocidédn de subs-
tancias téxicas y 5- promocidén de sobrevida y crecimiento

neuronal por interaccién tréfica injerto-hospedero.

A diferencia de los resultados obtenidos en el encéfalo, la ME ha
sido considerada por muchos como una de las estructuras del SNC
mids dificiles para llevar a cabo trasplantes exitosos desde el
punto de vista funcional, debido a sus peculiaridades anatémicas,

especialmente al predominio de axones largos (45, 62, 123).

En relacidén al tejido nervioso inmaduro como injerto,
particularmente las células gliales, producen factores tréficos y
matriz extracelular que juegan un papel muy importante durante el

desarrollo y ofrecen un microambiente favorable para 1la
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regeneracidén neural, cuando se qolﬁcan en un sitio contiguo él
de lesién del SNC adulto (4, 7, 60, 73, 119, 176); el periodo
optimo para su obtencién y trasplante es el estadio de desarrollo
en el cual las neuronas se multiplican y migran (43, 191).
Resulta también de interés la observacién de gue los oligo-
dendrocitos inmaduros (obtenidos mediante cultivo o disociacién
de SNC de ratas o ratones neonatales o fetales), mantienen su
capacidad de remielinizar axones centrales, cuando son implan-~
tados en &reas de ME desmielinizada por la aplicacién de téxicos
desmielinizantes como la lisolecitina o el bromuro de etidio;
dichas células no solo mielinizan en el sitio donde son implan-
tadas, sino que ademds son capaces de migrar y mielinizar a
distancia (25, 77). Esta capacidad de remielinizacién pudiera ser
ttil en esclerosis mtltiple y en otras enfermedades desmie-

linizantes (88, 125).

Inmunologia de los trasplantes neurales

Tradicionalmente se ha considerado que el SNC es un sitio
"privilegiado inmunoldgicamente" (ver argumentos en la seccidn
III.B-3). Desde hace mucho tiempo se sabe que los injertos no
autdlogos colocados en el SNC, sobreviven mejor que los injertos
colocados en la periferia. Sin embargo, tal privilegio dista
mucho de ser absoluto en lo que se refiere a la ausencia de
rechazo de los trasplantes neurales. Los receptores de
trasplante, atln siendo de la misma cepa, pueden tener una
respuesta alta o baja a los antigenos del donador; bajo
condiciones similares de trasplante, los que muestran una alta

respuesta inmunoldgica rechazan el tejido injertado, mientras que
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en los poco reactivos, el tejido sobreviQe mucho tiempo (129);
estg fendmeno se ha denominado "estatus de respuesta"; y aun
cuando no se tiene una explicacidn convincente de dicho fenémeno,
se utiliza como el argumento principal para el empleo de
inmunosupresores en los neurotrasplantes clinicos de tipo

alogénico.

La velocidad con que se vasculariza el injerto y el tiempo que
perﬁanece abierta la BHE, parecen ser determinantes en la
genefacién de la respuesta inmune y en la capacidad de sobrevida
del injerto (31). En animales que han sido sensibilizados
previamente a antigenos del donador, los injertos colocados en el
SNC son rechazados réapidamente (132). Cuando se ha establecido
una sobrevida prolongada de alo o xenoinjertos, éstos pueden ser
rechazados réapidamente si se sensibilizan al receptor con
antigenos del donador (175). Por otro lado, en los casos de
xenoinjertos donde las diferencias antigénicas son muy grandes,
el rechazo es la regla, habitualmente durante los primeros veinte
dias (65, 130). Finalmente, se ha desechado el concepto de éue el
tejido neural es no inmunogénico per se, pues es rechazado
rapidamente cuando se coloca fuera del SNC, por ejemplo, al

implantarse bajo la cdpsula renal (129).

El inmunodepresor mads usado para evitar el rechazo en trasplantes
neurales es la ciclosporina A, por su efecto selectivo sobre el
tejido linfoide, con inhibicién de la respuesta inmune celular y

humoral a bajas dosis (5-10 mg/kg/dia) (32, 64, 78).

27



IV TRABAJO DE INVESTIGACION

A) Planteamiento del Problema

La lesidn secundaria de la ME es el resultado de una cascada de
eventos autodestructivos gue se presentan después del trauma
inicial. Dicha lesién es la causa de que algunas lesiones
originalmente incompletas evolucionen a lesiones completas.
Desconocemos si el implante de tejidos en la zona de lesiédn

original puede evitar, al menos en parte, la lesién secundaria.

Las preguntas a responder en el primer experimento fueron:
El implante de ME fetal alogénica y/o xenogénica (humana)
colocado en el area de lesién inmediatamente después de una
laceracién medular completa en rata adulta
1- Protegerd al parénquima medular del hospedero de la lesién
secundaria?
2~ Se mantendrd histoldégicamente viable?

3- Se integrard anatémicamente a la ME hospedero?

Las preguntas a responder en el segundo experimento fueron:

1~ El implante de otros tejidos o substancias tienen el efecto
benéfico observado en el primer experimento?

2- Puede el implante de otros tejidos o substancias modificar
la pérdida de peso y/o el tiempo en el que se recuperan
los reflejos después de una lesién severa de la ME?

3~ Existe alguna diferencia entre la destruccién del parén-
quima medular del hospedero al emplear diferentes implantes
inmediatemente después de una laceracidn medular completa

en ratas?
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B) Hipdtesis General

En el primer experimento:

1l-

En

1-

El aloinjerto y/o el xenoinjerto (humano) homotépico de
tejido fetal colocado en el Area de lesién inmediatamente
después de una laceracién medular completa en rata adulta, se
mantendra viable, y protegerd de la lesién secundaria al

parénquima medular del hospedero, aun cuando no se integre

anatémicamente.:

el segundo experimento:

E1l autoimplante de nervio periférico o de tejido adiposo, asi

como el implante de Gelfoam (esponja de fibrina) o de ME fetal

homdloga, después de una laceracién medular completa en ratas

adultas, en comparacién con animales lesionados no implanta-

dos, propiciaran:

a) Mayor sobrevida de los animales implantados.

b) Recuperacién mas temprana del choque medular en los
animales implantados.

c) Menor pérdida de peso en los animales implantados.

d) Menor destruccidn del parénquima medular vecino a la zona

de lesién en los animales implantados.
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Cc) Objetivos
En el primer experimento:

Evaluar histolégicamente el efecto del implante de ME fetal
alogénica y/o xenogénica (humana) en el area de lesidn después de
una laceracién medular completa en ratas adultas, en términos de:
1- Destruccién del parénquima medular del hospedero.
2~ Viabilidad del implante.

3- Integracién anatémica del implante con el parénguima me-

dular del hospedero.
En el segundo experimento:

Evaluar el efecto del autoimplante de nervio periférico y/o de
tejido adiposo, asl como el implante de Gelfoam o de ME fetal

homéloga, en el drea de laceracidén medular completa en ratas, en

terminos de:

1- Sobrevida de los animales después de la lesién.

2- Tiempo de recuperacién del choque medular d%spués de la
lesidn, a juzgar por el retorno de reflejos nociceptivos.

3- Pérdida de peso en los animales después de la lesién.

4~ Extensién de la destruccién del parénquima medular vecino a

la zona de lesién inicial.
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D) Material y Métodos
Primer Experimento

Grupos Experimentales. Se utilizaron 41 ratas Long-Evans,
hembras, de 14 a 15 semanas de edad y con peso corporal de 200 a
230 g. Todos los animales fueron sometidos a laceracién completa
de la ME y se dividieron en tres grupos: grupo A (n = 18), las
ratas recibieron un implante homotépico de ME fetal alogénica
inmediatamente después de la lesiédn; grupo B (n = 5) las ratas
recibieron un implante homotépico de ME fetal xenogénica (huma-
na), solo se implantaron 5 ratas debido a que no fue posible
obtener tejido para implantar un mayor numero de animales; grupo
C (n = 18), ratas unicamente lesionadas sin inmplante (grupo

testigo).

Preparacidén de los fragmentos de ME para implante. La ME fetal de
rata se obtuvo de fetos de la misma cepa. En el 150. dia de
gestacidén (tomando el dia de apareamiento como dia 0), las ratas
se anestesiaron con una mezcla de ketamina (63 mg/kg) ﬂ

. i
haloperidol (16 mg/kg) IM. Los fetos fueron extraidos por
cesdrea en condiciones asépticas, luego colocados en solucidn
salina isotdénica sobre hielo. La diseccién completa de la ME
fetal se l1levd a cabo con microespatulas, en direccidn caudo-
rostral, bajo visién en un microscopio quirdrgico. Finalmente se
tomdé para implante un fragmento de 2 mm de longitud de la regién
medio tordcica, teniendo cuidado de eliminar completamente las

meninges.
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expulsados a manera de‘éborto espontdneo y donados para el
programa de homotrasplantes a pacientes con enfermedad de
Parkinson (126). El rango de edad gestacional fue de 10 a 14
semanas. Los fetos se mantuvieron en solucién salina esteril,
sobre hielo, hasta completar la diseccién de los tejidos. La
diseccidén y preparacién de cada ME para implante se llevd a cabo
bdsicamente como se describid en el parrafo previo. Los
fragmentos de ME fueron trasplantados entre 3 y 4 horas después
de la muerte fetal. Todos los fetos fueron expulsados aun vivos,
la hora de su muerte fue determinada y registrada por dos médicos

pediatras adscritos al hospital donde se atendié el aborto.

Ccirugia y Cuidados Posquirtirgicos. Para producir la lesién
medular, las ratas fueron anestesiadas como se describid
previamente, luego se practicé una laminectomia incluyendo los
niveles T7-T8, en condiciones de esterilidad y bajo visién
estereomicroscépica. La ME se expuso a través de una incisidn
longitudinal de la duramadre (de aproiimadamente 4 mm de
longitud) y se resecd un fragmento de ME de{2 mm de longitud; con
el objeto de producir las lesiones de igual magnitud se hizo un
montaje con dos hojas de bisturi del nimero 11 con una Separacién
de 1.8 mm entre sus filos, con dicho instrumento se cortéd
parcialmente la ME, luego se completd el corte con microtijeras
con el objeto de evitar lesiones incidentales de la duramadre.
Para corroborar que la seccidn medular fuera completa, incluyendo
los ligamentos dentados, se pasé un microgancho a través de todo
el contorno interno de la duramadre. Después, en las ratas de

los grupos A y B, se colocd de inmediato el tejido de trasplante
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correspondiente dentro del hueco créado entre los dos mufiones
medulares. El tejido se implant® como un fragmento unico de
;proximadamente 2 mm de longitud y de todo el espesor de la ME
incluyendo substancia gris y blanca, se procuréd gue su
orientacién rostro-caudal y ventro-dorsal coincidieran con la ME
del hospedero. En las ratas del grupo C, el espacio entre los
mufiones medulares se dejdé libre de tejido. Finalmente, la
duramadre fue suturada con monofilamento de nylon 9-0, la
;poneurosis y la piel fueron suturadas por separado con
monofilamento de nylon 5-0. Después de la cirugia, las ratas
recibieron penicilina benzatinica en dosis intramuscular Gnica de
240,000 UI, luego fueron colocadas en una unidad de cuidados
intensivos para animales menores (Schroer Manufacturing Co.,

Kansas City) hasta que se recuperaron de la anestesia.

Los animales fueron alimentados ad libitum y colocados en jaulas
individuales con aserrin estéril. El intestino y la vejiga
neurogénica fueron manejados manualmente 2 veces al dia;hasta que
se recuperd el automatismo. En todos los casos se aéministré
ciclosporina A a dosis de 10mg/kg/dia via oral, iniciando el dia
de la cirugia y hasta el dia en que se sacrificaron o murieron.
En los animales con autofagia se les practicé aseo diario del
Area cruenta e inmediatamente después se les aplicd localmente
furoxona (Topazone). No se administréd ningun otro medicamento
para manejo de las complicaciones que se presentaron. El tiempo

de seguimiento programado fue de 8 semanas después de la cirugia.

Para el estudio histoldgico, los animales fueron sacrificados por

33



pérfhsién intraértica 8 semanas después de la cirugia o antes si
la rata presentaba complicaciones severas. Para la perfusién se
anestesiaron con la misma mezcla anestésica empleada en la
cirugia, seguida de lo cual se aplicd una dosis intraperitoneal
de 1000 UI de heparina. Se practicé una toracotomia amplia, se
canuldé la aorta ascendente y empleando una bomba peristédltica
(Masterflex; Cole-Parmer Inst. Co. Chicago Il.) se perfundieron
100 ml de solucidn salina fisioldgica, seguido de 500 ml de
formol al 10%. Ambas soluciones se perfundieron a una velocidad
de 30 ml/min. Al término del procedimiento se extrajo la ME y se
almacend en el mismo fijador durante una semana, al cabo de la
cual, un segmento de 2 cm de largeo, incluyendo la zona de lesién
en el centro, fue deshidratado en alcoholes graduales y
finalmente embebido en parafina. Se hicieron cortes seriados de
7 micras de epesor en sentido sagital y se tifieron con

hematoxilina y eosina, Masson, Gallego y azul firme de luxol.

Andlisis Estadistico. Para evaluar 1la probabilidad de sobrevida

se emplearon las curvas de Kaplan-Meier. A efecto de determinar
t

la significancia estadistica de las diferencias entre las curvas

de sobrevida se usdé la prueba de Mantel~Haenszel (131).

Consideraciones Eticas y Legales del uso de tejidos humanos y
animales en experimentacién biomédica

La disposicién y utilizacién de los tejidos de cadaver de feto
humano empleados en el presente experimento, se llevé a cabo
cubriendo el requisito de un dictamen de no viabilidad biolégica

del producto emitido por dos médicos distintos a los del equipo
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del trasplante y la autorizacién escrita de la progenitora. Tales
documentos, se encuentran en los archivos de la Unidad de
Investigacién Clinica en Neurologla y Neurocirugla del Hospital

de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

El manejo de los caddveres de feto humano se apegd estrictamente
al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control
Sanitario de la Disposicién de Organos, Tejidos y cadadveres de
Seres Humanos, publicado en el Diario Oficial de la Federacién el

dla 18 de febrero de 1985.

. La justificacién para el empleo de ME de cadaver de feto humano
fué el desconocimiento del comportamiento de dicho tejido en un
medio hostil, como el que se produce después de una laceracién’
medular completa. El conocimiento generado en tal sentido, podria

ser de utilidad para su posible utilizacién clinica en el futuro.

Para la realizacién del presente proyecto se t?maron en cuenta
los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Investigacién Para la Salud (Titulo
Séptimo: De la Investigacién que incluya la utilizacién de

animales de experimentacién) (117).
Segundo Experimento

Grupos experimentales. Se sometieron a LMC a ratas de las mismas
caracteristicas del primer experimento, hasta completar 6 ratas
gue sobrevivieran 12 dias después de la lesién por grupo. Grupo

1, ratas implantadas con ME fetal homédloga; Grupos 2 y 3, ratas
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autotrasplantadas con nervio periférico o con tejido adiposo
respectivamente; Grupo 4, ratas implantadas con esponja de
fibrina (Gelfoam); Grupo 5, ratas lesionadas gue no recibieron

implante.

En cuanto a la preparacién de tejidos para implante, el tejido
fetal homdélogo se obtuvo de manera idéntica a la descrita en el
primer experimento. El nervio periférico se obtuvo del nervio
cidtico derecho de la rata a ser trasplantada. El tejido adiposo
se obtuvo del tejido celular subcutdneo presente en el area de la

herida quirtrgica.

La cirugia de lesién medular y los cuidados posquirtirgicos fueron
los mismos descritos en el primer experimento. El espacio creado
entre los dos mufiones medulares se llend con el implante
correspondiente. El nervio periférico se liberd del epineurio y
se cortd en fragmentos de aproximadamente 2 mm de longitud, 2 de
estos fragmentos se colocaron en la zona de lesiédn procurando una
orientacidn longitudinal cgn el eje mayor de la ME. Del tejido
adiposo y del Gelfoam sé cortaron fragmentos de tamafios

equivalentes al hueco medular.

La evaluacién clinica incluyéd: 1- Indice de sobrevida: las ratas
gue murieron antes de completar el tiempo de seguimiento
programado, se tomaron en cuenta para realizar las curvas de
sobrevida asl como la prueba de Mantel-Haenszel. En este segundo
experimento no se sacrificaron ratas antes de los 12 dias aun
cuando se encontraran con complicaciones severas, ésto con el

objeto de evitar un posible sesgo en las curvas de sobrevida.
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2~ tiempo en gue se recuperaron los reflejos, se anotd el dia en
que mostraron reflejo de retiro de cola y pata izguierda después
de estimular con una aguja y los resultados se analizaron con la
prueba de Wilcoxon; 3- porcentaje de pérdida de peso corporal,
este parametro se evalud solo en las ratas que sobrevivieron los

12 dias y se analizd con la prueba T pareada.

Para la evaluacién morfolédgica, las ratas fueron sacrificadas a
los 12 dilas de la cirugla. La ME fue procesada para estudio
histoldgico como se describid previamente. En los animales donde
se implantd alguno de los tejidos se evaluéd la viabilidad histo-
légica del mismo. Para el andlisis morfométrico de la cantidad de
destruccién del paréngquima medular se utilizd un método
estereoldgico: se selecciond de cada especimen (sin conocimiento
del grupo, excepto cuando se identificaba el tejido implantado al
observar al microscopio) la laminilla donde se observara el
~epéndimo mds cerca de la zona de lesidén o en la que hubiera mayor
cantidad de epéndimo, se fotografidé y ée dibujé el area de
destruccién parenquimatosa en papel miliAétrico, excluyendo el
area de laceracién original, la cual fue identificada facilmente
en todos los casos; después se contd el numero de cruces de 5 mm
en la zona destrulda y se convirtié a milimetros cuadrados.

Finalmente se analizé con la prueba U de Mann-Whitney.
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E)'Resulﬁadoé
Evéluacibn clinica

Primer experimento
En la Tabla I se muestra el nidmero tota% de dias que sﬁbrevivié
cada rata del primer experimento. En el grupo A (aloinjerto)
sobrevivieron 8 semanas el 22.2%, en el grupo B (xenoinjerto)
sobrevivieron el 40% y en el grupo sin trasplante sélo el 5.6%.

TABLA I. Sobrevida de ratas sometidas a seccién medular con y 51n
trasplante homotédpico alogénico y xenogénico.

GRUPO A (n=18) GRUPO B (N=5) GRUPO C (n=18)
dlas dias dias
3 12 4
5 19 4
10 -30- 5
11 : 56 5
14 56 : 6
A5 8
A e T L e L g e
19 Y ! : e
267 , » : S0
21 7 - . R
23 12
36 i 16
40 i 16
56 l 17
56 ! 17
56 47
56 56

Grupo A: Seccidn medular y trasplante alogénico.

Grupo B: Seccién medular y trasplante xenogénico.

Grupo C: Seccidén medular sin trasplante.

En las curvas de sobrevida (Fig. 1), se observa desplazamiento a
la derecha de ambas curvas de las ratas trasplantadas, 1lo cual
‘estd en relacién a su mayor probabilidad de sobrevida. La
comparacién de las curvas usando la prueba de Mantel-Haenszel,

muestra diferencias significativas entre los grupos A vs C, y B

vs C, pero no entre los grupos A vs B.
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FIGURA 1. Comparacién de las curvas de sobrevida de Kaplan y
Meier de las ratas sometidas a laceracién medular con y sin
trasplante. El1 desplazamiento a la derecha de las curvas de las
ratas trasplantadas, estd en relacﬂén a su mayor probabilidad de
sobrevida.

Seccién medular

Grupo A (n=18):
Grupo B (n= 5):
Grupo C (n=18):

Seccién medular
Seccién medular
Las principales complicaciones
murieron antes de completar

seguimiento y el tiempo en que

en la Tabla II. La complicacidn mas grave,

(dentro de las primeras

2 semanas) fue la

y tfasplante alogénico.
y trasplante xenogénico.
sin trasplante.
postquirtGrgicas de las ratas que
las 8 semanas programadas de
éstas se presentaron se muestran
frecuente y temprana
autofagia,

gue en

algunos casos no solo incluyé a las extremidades inferiores sino

también la pared abdominal. Entre la segunda y tercera semanas,
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también la ﬁared abdominal. Entre la segunda y tercera semanas,
las complicaciones mas frecuentemente asociadas a la muerte
ifueron neumonia (diagnosticada por signos de insuficiencia
respiratoria aguda, estertores y en algunos casos presencia de
material hemato-purulento en fosas nasales), pérdida de peso
severa (pérdida de peso corporal del 30% o mds en una semana) y
TABLA II. Principales complicaciones postquiryrgicas de las ra-

tas que murieron antes de completar el tiempo progra-
mado de seguimiento.

SEMANAS TOTAL

GRUPO | COMPLICACIONES 1 2 3 4
n % n ® n ® n ®¥inp ®
AUTOFAGHA 1 ss5|1 S55|1 55 2 165
. NUEMONIA 1¥ 551 55 2 185
I L 1% 55| 2% 110 165
en=14
COMPLICACIONES . R
CorPLICAl 1# 55| 4% 220| 1 ss5]e 330
DESCONOQCIDA 1 855 2 110 1 5SS}t 4 220
AUTOFAGIA
NUEMQONIS

PERDIDA DE PESO
On=35 | SEVERA

en=3 | coMPLICACIONES 1 200 1 2002 400

URINARIAS
DESCONOTID4 1 200 1 200
AUTOFAGIA 3 165|3 165] 1% 55 7 38S

. HUEMONIA 1 ss5[1* s5| 2% 110 4 220
PERDIDA DE FESO

On=18 | SEVERA 2% 110] 1% S5 3 185

=17 | coMPLICACIONES
URINARIAS 2+ 110] 2¢# 118]| 1 ss|s 2vs
DESCONOCIDA 2 11olt1 sS5|1 s5 4 220

* Asociacién de 2 o mds complicaciones en un mismo animal.
O Ndmero total de ratas en el grupo.
® Nimero de ratas que murieron antes de completar 8 semanas.

Grupo A: Seccidn medular y trasplante alogénico.
Grupo B: Seccidn medular y trasplante xenogénico.
Grupo C: Secciédn medular sin trasplante.

40



complicacibnés urinarias (problemas de tipo obstructive por
hipertrofia y ulceracidén del meato, asociado algunas veces a
hematuria o piuria). Dos o mds de estas complicaciones se
encontraron asociadas frecuentemente en un mismo animal. En
varios casos, en las diferentes semanas, no fue posible
déterminar la causa de muerte; los animales no mostraban signos
de las complicaciones antes mencionadas, aunque casi siempre se
encontraban hiporeactivos, con las mucosas secas y oliglricos
(observacién hecha al hacer las maniobras de vaciamiento

vesical).
Segundo experimento

En el segundo experimento, las ratas que recibieron algun tipo de
implante, independientemente del grupo, mostraron una sobrevivida
significativamente mayor que las ratas no implantadas. En la Fig.
2 se muestran las curvas de sobrevida; como se puede apreciar,
todas las ratas implantadas‘se presentan en una sola éurva para
simplificar su observacibnq su comportamiento fue similar. Al
comparar ambas curvas, la ﬁrueba de Mantel-Haenzel mostrd una
significancia de p < 0.05. LaAprincipal causa de muerte en las
ratas no trasplantadas, al igual que en el primer experimento,

fue la autofagia.

En relacién al tiempo de recuperacién de reflejos, pardmetro que
nos informa de la recuperacién del chogque medular, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos a
excepcién de las ratas implantadas con nervio periférico donde la

recuperacidn de los reflejos estuvo significativamente retardada,
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FIGURA 2. Comparacién de las curvas de Kaplan y Meier de las
ratas sometldas a laceracién medular con implante de diferentes
tejidos y sin implante. El1 desplazamiento a la derecha de la
curva de las ratas implantadas, estd en relacidén a su mayor
probabilidad de sobrevida.

con un valor de p < 0.05 al compararlo con cada uno de los otros
grupos de acuerdo a la prueba de Wilcoxon (Tabla III y Fig. 3).
La pérdida de peso corporal a 12 dlas no fue diferente de manera

significativa entre los grupos; en promedio, el porcentaje de

pérdida de peso mostrd un rango de 13.4 a 16.7 %.
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TABLA III. Recuperacién del choque medular y destruccién del
parénguima medular del hospedero en funcién del
tipo de implante

Retorno de Implante destruccion

Grupo Rata reflejos viable medular
(dia) (mm2)

FETAL 1 1 sI1 2.40
2 2 SI 6.06

3 5 si 4.25

4 2 NO 5.33

5 4 NO 4.41

6 4 NO 4.92

X 3.0 4.56

sSD 1.5 1.24
ADIPOSO 1 1 ST 3.91
2 1 sI 5.03

3 2 ‘ST 3.52

T4 20 SI 6.20

5 5 sI - 3.86

6 5 NO 4.58

X 2.7 4.52

SD 1.9 0.9%
NERVIO 1 4 SI 4.14
PERIF. 2 4 ST .. 3.91
3 5 8T 6.82

4 10 ST 5.53

5 12 8T 3.13

6 6 ‘NO 3.91

X 6.8 : : 4.57

8D 3.4 1.35

1

GELFOAM 1 1 4.02
2 3 5.36

3 3 5.42

4 4 R RU 6.48

5 5 i . . 3435

6 5 - 6.09

X 3.5 5.12

SD 1.5 1.21

SIN 1 2 7.04
IMPLANTE 2 2 4.58
. 3 3 7.32
4 3 11.18

5 4 5.31

6 6 6.09

X 3.3 6.92

8D 1.5 2.12
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TABLA IV. Recuperacién del chogque medular y destruccién del
parénquima medular del hospedero en funcién de la
. viabilidad histolégica de los tejidos implantados.

Retorno de Implante destruccion
Grupo Rata reflejos viable medular
(dia) (mm2)

ST 2.40
SI 6.06
ST ‘ 4.25
ST 3.91
sI 5.03
ST i 3.52
ST ‘| 6.20
SI : 3.86
SI : 4.14
SI. : 3.91
ST ’ 6.82

S 5.53
3.13
4.52
1.31

FETAL

ADIPOSO

NERVIO
PERIF.

VI WN RO WL FWN R

X
SD

e e NOUIBADMUONNRBEREUIN -

a R

Wik 2

5.33
4.41
4.92
4.58
3.91
4.63
0.53

FETAL

ADIPOSO
NP

OO U

X
SD

sle OV s N

[SHLS

GFLFOAM 4.02

5.36
5.42
6.48
3.35
6.09
5.12
1.21

i

[ S ISR Sl

X
8D

7.04
4.58
7.32
11.18
5.31
6.09
6.92
2.33

SIN -
IMPLANTE

AU W
ceadLRDL

(2]
o
W
uw
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~ GRUPO

b‘ FETAL
ADIPOSO
NERVIO P
' GELFOAM

S/IMPLANTE

FIGURA 3. Dlas que tomé la recuperacién de los reflejos después
de la cirugla. Las ratas implantadas con nervio periférico,
mostraron un retardo en la recuperacién de los reflejos
significativamente mayor al compararlo con el resto de los
grupos. ]

t

Evaluacién histolégica
Primer experimento

En el primer experimento, con la excepcién de un caso en las
ratas implantadas con aloinjerto, no se observaron evidencias
histolégica de viabilidad de las neuronas trasplantadas en los
especimenes estudiados. En la mayoria de los casos, la zona de

trasplante fue ocupada por tejido conectivo fibroso denso
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dlspuesto 1rregularmente, positivo-a~la tincidn- de Masson.

itaqiénfentre la zona
en sentido cefalico
tf;éﬁianfe, la zona
.éasos se encontr&:

dandoﬁun patrén en . .

do fibroconectivo

Figura 4). No fue posible

ccidén del parénquima

FIGURA 4. Fotomicrografla de un espécimen de ME lesionada y no
implantada, 16 dlas después de la cirugia. Se observa un
adelgazamiento en la zona de lesién inicial (L) que le da el
aspecto de "reloj de arena'". En los mufiones medulares se observan
extensas Adres de destruccidn parenquimatosa y cavitacién (C).
Tincién: hematoxilina y eosina. Barra = 1.5 mm
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Segundo experimento

En el segundo experimento, se encontraron evidéncias histolégicas
de sobrevida del tejido implantado en todos los grupos
experimentales, aunque en ningun caso se observé integracidn
anatémica del tejido implantado al parénguima medular del

hospedero (Figura 5).

s
100
: 5/6 5/6

20F

FETAL ADIPOSO NERVIO P

TIPO DE TRASPLANTE

FIGURA 5. Numero de ratas con tejido de trasplante viable 12 dias
después de la cirugla. Se incluyen ratas con cualquier cantidad
de tejido histolégicamente viable.

En la Figura 6 se muestran imdgenes histolégicas panoramicas re-

presentativas de los 5 grupos estudiados. La zona de destruccién

del parénquima medular del hospedero se caracterizd por la
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presencia de cavidades ubicadas tanto en sentido cefilico, como
caudal a la zona de laceracién original, que contenian en su
interior un ntmero variable de-macréfagos de citoplasma espumoso
reflejando su intensa actividad fagocitica, asl como detritus
(Figs 7 y 8). Entre la zona de destruccién y el paréngquima
medular preservade se identificéd en algunas 4dreas la presencia de
un tabique delgado de tejido ‘fibroglial, en otras &reas dicho
tabique no se identificéd (un ejemplo se ilustra en las Figuras 6
D y 8). En el paréngquima meduiar preservado, cerca del 4rea de
destruccidn, se identificaron formaciones microguisticas ubicadas
principalmente en la substancia blanca, las cuales se asociaron

con bulbos de retraccién de los axones seccionados (Figura 9).

En los implantes de ME fetal se encontré tejido implantado histo-
ldgicamente viable en muy poca cantidad a manera de pequefa(s)
isla(s) en 3 de las 6 ratas estudiadas. Se identificd una capsula
gruesa de tejido fibroconectivo vascularizado en la periferia del
implante, el centro del implante se encontré ocupado por
abundantes macréfagos; los fragmentos de tejido viable se
encontraron rodeados por pequefias dreas de cavitacién. En la ME
implantada viable se identificaron neuronas pequefias y células

gliales (Figs. 6 A y 10).

El tejido adiposo se encontré ocupando la mayor parte de la
cavidad medular donde fue implantado. En la porcién central del
implante se encontraron zonas de cavitacién, el resto del tejidé
adiposo mostréd estructura histolégica normal. En la periferia del

implante se identificd una cédpsula incompleta de tejido fibro-
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“conectivo, mas delgada que la observada en los implantgs de

tejido fetal (Figs. 6 B y 11).

El nervio periférico, al igual que el tejido adiposo, ocupaba la
‘mayor parte del sitio de implante. No se identificé tejido
conectivo en torno al tejido viable, el cual estaba en contacto
directo con el area de destruccién del paréngquima medular del
hospedero; el implante viable mostraba su estructura endoneural

aparentemente intacta (Figs. 6 C y 12).

El Gelfoam se encontrd en el sitio donde fue colocado; en la
mayorla de los casos estaba rodeado por una capsula delgada de
tejido fibroconectivo. Entre sus compartimientos, particularmente

hacia 1la periferia, se observaron abundantes células gigantes

FIGURA 6. (siguientes 2 paginas) I) Imagen histoldgica panoramica
representativa de especimenes de los 5 grupos. Area de lacera-
cidn inicial (delimitado por las flechas rectas inferiores); area
de destruccidn secundaria (estrellas), ver esguema anexo donde se
delimitan dichas &reas. Al lado izquierdo de la fotografla se
encuentra la porcién cefdlica y al lado derecho la caudal. B3)
Implante de tejido fetal; pequefio fragmento de tejido implantado
viable (flecha curva), rodeado por pequefias areas de cavitacién;
el resto del implante estd substituido por una capsula gruesa de
tejldo fibroconectivo (c) y por macréfagos (m). B) Implante de
tejido adiposo; tejido implantado viable (entre las dos flechas
curvas), con areas de cavitacién central; capsula de tejido
conectivo en la periferia (¢) €) Implante de nervio periférico;
tejido implantado viable (entre las dos flechas curvas); no se
observa cdpsula de tejido fibroso en torno al implante. D)
Implante de Gelfoam (G); alrrededor del implante se observa una
cadpsula delgada de tejido fibroconectivo; con las flechas
delgadas, del lado derecho se sefiala un tabique fibroglial
delgado en la interfase entre la zona de destruccidn secundaria y
el parénguima medular preservado, del lado izgquierdo la flecha
sefiala la ausencia de dicho tabique en una zona equivalente. E)
Médula espinal sin implante; en el Area de destruccién
secundaria, los macréfagos espumosos son mds abundantes cerca de
la zona original de lesién que cerca del paréndquima preservado.
Tincién en los 5 especimenes: Gallego. Barra = 1.0 mm.

II) Esquema de la fotomicrografia previa, donde se delinea el
perfil del 4rea de laceraciédn inicial (L) y del area de
destruccién secundaria (D).
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fmedﬁléf,;Sé formb un tabique deléado”é iiregular'dé tejido

fibroconectivo, de mayor densidad que el tejido adyacente (Figura

FPIGURA 7. Fotomicrografia del area de lesiédn secundaria, cerca de
la zona de laceracidén original en un espécimen que no recibid
implante, 12 dias después de la cirugla. Se observan detritus y
abundantes macréfagos con citoplasma espumoso. Tincién: Masson.
Barra = 30 micras.
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FIGURA 8. Fotomicrograflas correspondientes a las Areas sefialadas
con las flechas pequefias en la figura 6 D. Interfase entre la
zona de destruccién secundaria (estrella) y el parénquima medular
preservado (clrculo). A) Interfase bién delimitada por un tabique
delgado de tejido fibroglial (flechas). B) Interfase pobremente
delimitada (flechas). En ambas fotograflias, en la zona de
destruccidén, se observan detritus y algunos macréfagos con
citoplasma espumoso. Tincién: Gallego. Barra =30 micras.
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FIGURA 9 Fotomicrografia de la substancia blanca preservada,

~vecina a la zona de destruccién secundaria en la ME de una rata
que no recibié implante. Se observa un microquiste (flecha),
asociado al bulbo de retraccién de un axén seccionado (estrella).
Tincién: Masson. Barra = 15 micras

FIGURA 10. Fotomicrografla correspondiendiente al area seflalada
con la flecha curva en la figura 5 A. Fragmento de tejido fetal
implantado histolégicamente viable. Se observan algunas heuronas
(flechas), asli como células gliales (asterisco). Tincién:
hematoxilina y eosina. Barra = 30 micras
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FIGURA 11. Fotomicrografia de la periferia de un implante de
tejido adiposo. En la parte izquierda se observa el aspecto
histolégico caracteristico del tejido adiposo (a); al centro, se
observa la cdpsula de tejido fibroconectivo que rodea parcial-
mente al implante (c); a la derecha, una porcién de substancia

blanca preservada (p) y substancia blanca destruida (d). Tincién:
Gallego. Barra = 150 micras

Estudio morfométrico.
La destruccién del parénguima medular medida en el &rea vecina a
la zona original de laceracién fue significativamente mayor en el

grupo sin trasplante al compararla con los grupos trasplantados

(prueba U de Mann-Whitney p < 0.05), independientemente del tipo

de tejido trasplantado o de su viabilidad (Tablas III y IV). En 

las ratas implantadas con Gelfoam, aunque la destruccién del
parénquima medular fue aparentemente menor que en las ratas no
implantadas, no se encontrd diferencia estadlsticamente signifi-
cativa. Al comparar la destruccién de los grupos implantados
entre si1, incluyendo el grupo de Gelfoam, ho se encontrd

diferencia significativa.
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FIGURA 12. Fotomicrografias de un implante de nervio periférico.
A) Se observa un fragmento del implante (circulo) en continuidad
con la zona de destruccién secundaria (estrellas), no se observa
cdpsula de tejido fibroso; parénquima medular preservado
(cuadrado) . B) Mayor aumento mostrando un corte longitudinal (L)
y transversal (T) de fragmentos de nervio periférico implantado;
nétese la aparente preservacién de la estructura endoneural
(Flechas). Tincidén: Gallego. Barras A = 150 micras, B = 30
micras
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-FIGURA 13. Aspecto microscépico del implante de Gelfoam.-Se. -
observa la estructura esponjosa caracterlistica de dicha subs-
tancia (asteriscos), asl como la presencia de células gigantes
multinucleadas (flechas), ubicadas predominantemente en 1la
periferia del implante. Tincién: Gallego. Barra = 30 micras.
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FIGURA 14. Fotomicrografia de la porcién central de la zona de
laceracidén de una rata sin implante, 12 dilas después de la
cirugla. Se observa tejido fibroconectivo positivo a la tincién

de Masson, dispuesto irregqgularmente (estrellas), asl como vasos
sanguineos (flecha). Tincién: Masson. Barra = 30 micras.
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FIGURA 15. Evaluacidn morfométj'rica de la destruccién del parén-
quima medular, expresada en mm .
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F) Discusién

La seccidn y/o laceracién experimental completa de la ME, a
diferencia de las lesiones parciales, se acompafia de efectos
devastadores en los animales sometidos a dicho procedimiento
(48). La probabilidad de sobrevida de los animales es muy
limitada, debido a la presencia de complicaciones letales y las
posibilidades de recuperacién funcional espontdnea son nulas
(49). La colocacién de trasplantes neurales en la zona de lesidn
inmediatamente después de producir una laceracién completa han
dado pobres resultados. Asl, Sugar y Gerard (180) injertaron ME
fetal en la ME seccionada de ratas jévenes; en la mayorla de los
- casos no se identificé histolégicamente el material trasplantado,
o bien, se identificaba una masa densa en degeneracién. Das (46)
inyectd tejido medular fetal entre los mufiones de la ME
seccionada en ratas, el tejido implantado no sobrevivié. Bunge et
al (34) trasplantaron segmentos de ME fetal en la ME seccionada
de ratas adultas y sdélo en 2 de 14 casos encontraron escasas
neuronas del implante viables. Gelderd y Quarles (69), gmpleando
cotrasplantes de tejido fetal cortical y medular, no en%ontraron
sobrevida del implante cuando éste fue injertado en el area de
seccién medular completa en ratas adultas. Pallini et al (144)
implantaron tejido fetal alogénico homotépico en ratas sometidas
a laceracién medular completa y atn cuando no encontraron mejoria
motora ni electrofisioldégica, reportaron viabilidad del tejido
fetal implantado en el 55% de los casos, con heuronas dque

mostraban un grado limitado de crecimiento y de diferenciacién.

Los resultados pobres obtenidos con el empleo de trasplantes
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La seccidn y/o laceracién experimental completa de la ME, a
diferencia de las lesiones parciales, se acompafia de efectos
devastadores en los animales sometidos a dicho procedimiento
(48). La probabilidad de sobrevida de los animales es muy
limitada, debido a la presencia de complicaciones letales y las
posibilidades de recuperacién funcional espontdnea son nulas
(49). La colocacién de trasplantes neurales en la zona de lesiédn
inmediatamente después de producir una laceracién completa han
dado pobres resultados. Asl, Sugar y Gerard (180) injertaron ME
fetal en la ME seccionada de ratas jévenes; en la mayorla de los
- casos ho se identificd histoldgicamente el material trasplantado,
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al (34) trasplantaron segmentos de ME fetal en la ME seccionada
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neuronas del implante viables. Gelderd y Quarles (69), émpleando
cotrasplantes de tejido fetal cortical y medular, no encfontraron
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mostraban un grado limitado de crecimiento y de diferenciacién.
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fetales en modelos de LMC, contrastan con los resultados de
trasplantes en modelos de lesién medular parcial, donde la
sobrevida, maduracién e integracién del tejido trasplantado se
observa en la mayorla de los casos y muchas veces se acompafian de
algin grado de mejorla clinica (20, 21, 38, 45, 86, 93, 139, 154,
171, 184). Los resultados pobres en el primer caso se han
atribuido a 1la falta de "“influencia tréfica" entre el injerto y
el hospedero (la cual consideran esencial para la sobrevida del
injerto) debido al sangrado, al desarrollo de una mayor reaccién
edematosa, a la neoformacién de tejido conectivo y a la
proliferacidén glial (46); también se atribuyen los resultados
pobres al microémbiente desfavorable por la reaccidén tisular
compleja al trauma (mecanismos secundarios de lesidn) que

representa la seccién completa (34).

En la mayor parte de los estudios de trasplante a la médula
espinal, la evaluacién funcional (cuando existe) se enfoca
principalmente a la funcién motora'voluntaria o refleja y algunas
veces se incluye también la funci&% sensitiva, pero son muy pocos

los trabajos en que se evaltian otros aspectos clinicos, tales

como la sobrevida del animal o sus complicaciones (49).

En el primer experimento demostramos el efecto benéfico del
trasplante de tejido fetal homotdpico alogénico en relacidén a la
mayor sobrevida de ratas sometidas a seccidén de la ME. Estos
resultados estdn de acuerdo con los reportados por Kopyev et al.
(105) y Tulipan et al. (188), en relacidén a sobrevida de animales
con lesiones neuroldgicas severas y sometido a trasplantes

neurales. Kopyev et al observaron un incremento significativo en
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la sobrevida de ratas sujetasré traumatismo craneocerebral e
implante de tejido fetal neocortical en el &rea de lesidn
inmediatamente después del trauma. Tulipan et al demostraron en
ratas que el injerto de estriado neonatal puede evitar el
sindrome letal producido por la inyeccién intraestriatal bila-
teral de Aacido kainico. Ellos atribuyen tal efecto a 1la
proteccién dada por el injerto a las neuronas dafiadas

excitotéxicamente (189).

Nuestros resultados inherentes a una menor incidencia de compli-
caciones severas, aunada a una mayor probabilidad de sobrevida de
los animales trasplantados, contrastan con los resultados de Das
et al (49), gquienes reportan la ausencia de un efecto signi-
ficativo de los trasplantes neurales sobre la incidencia o
severidad de las complicaciones postoperatorias, o en la sobre-
vida de los animales sometidos a lesién medular severa. No
contamos con elementos suficientes para explicar esta discre-
pancia. Pensamos que ésta pudiera deberse a diferencias de tipo
metodolég&co, ya gue ellos pudieron haber instaurado una terapia
temprana cuando se presentaban las complicaciones, o bien, que el
método estadistico que emplearon no les permitid detectar dife-
rencias significativas entre los grupos, altn cuando estos
aspectos no se mencionan en su trabajo. No encontramos en la
literatura otros reportes en relacién a diferencias en morbi-
mortalidad después de lesidn medular experimental y trasplantes

gue nos permitan comparar nuestros resultados en este aspecto.

La autofagia, principal causa de muerte en las ratas lesionadas y
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no. trasplantadas, es una complicacién descrita desde hace»mucho
tiempo en animales sometidos a lesidn medular (67,‘205),_péro
hasta el momento no se ha podido explicar con certeéafla}fazén

por la cual algunos de estos animales se automutilan.:

Los animales en los que no pudimos determinar la causa de -muerte
pudieran corresponder al mismo grupo que Das et al (49) catalogan
como "hipotermia", disfuncién autonémica caracterizada por la
incapacidad para mantener la temperatura corporal dentpo de un
rango normal y acompafiada por adinamia y signos de'deshi—
dratacién, cuadro clinico gue pudimos identificar en la mayoria
de estos casos, aungue en nuestro estudio no determinamos la
temperatura corporal. En el segundo experimento se corrobord la
mayor sobrevida de los animales implantados, independientemente
del tipo de implante, en relacidn a los gue se dejaron con la
zona de laceracién libre y al mismo tiempo se probd la impresién
que se tenla desde el primer experimento, en relacién a que en
los animales tras-plantados existe menor destruccién del

parénguima medular vecino a la zona de lesién inicial.
1

Con estos antecedentes es factible proponer gue la menor
incidencia de complicaciones graves, puede ser atribuida a una
mejor funcién segmentaria de la ME, posiblemente como una
consecuencia de la menor destruccién tisular, observada en el
drea vecina al sitio de seccidén en la ME de los animales

trasplantados.

Para explicar la menor destruccidn observada en el tejido vecino

a la zona de laceracién inicial, evidenciada histolégicamente,
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proponemos, ‘de acuerdo con los hallazgos recientes de Tulipaw et

.al. (188, 189) y de Pearlman et al. (146), que el te’

"~ "trasplantado puede asumir un papel benéfico al amortirtar,

neutralizar y/o captar algunas de las sustancias neurotéxi.ccu
liberadas en el area de lesién, tales como amino&cidos
excitatorios y enzimas liticas, o bien por captacién del exceso
de iones libres. El efecto benéfico de los injertos heterotépicos
(nervio periférico y tejido adiposo), apoya esta posibilidad y
: coinciden con los resultados de Pearlman et al. (146) en sus
estudios de trasplantes heterotépicos como neuroprotectores del

estriado.

Otra posibilidad para explicar ia menor destruccidn del parén-
gquima después del trasplante, pudiera ser el efecto tréfico
ejercido por el injerto, en particular por células gliales (ej.
atrocitos en el caso de los trasplantes de tejido fetal o células
de Schwann en el de los de nervio periférico) (4, 7, 60). Las
células gliales pudieran haber migrado en una etapa temprana
después del trasplante, desde el injerto hacia el jparénquima
medular del hospedero, tal como ha sido propuesto p}eviamente
(21, 73). Con la metodologia empleada en este trabajo, no pode-
mos determinar si realmente migraron las células gliales, por 1lo
que resulta prematuro emitir consideraciones sélidas respecto a

la posible participacién glial en este papel protector putativo.

El implante de Gelfoam, aunque fue Gtil para mejorar la sobrevida
de los animales trasplantados y se observé una menor destruccién
del parénquima medular del hospedadar en relacidn con las ratas

no implantadas, esta wltima no fue significativa, lo que nos hace
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pensar que los tejidos viables implantados, deben tener alguna
actividad metabdlica mds que la simple captaciédn pasiva de los
téxicos liberados en el Adrea de lesién, ademds de la posible
liberacidn de factores tréficos discutida previamente. No
descartamos la posibilidad de alguin otro efecto inespecifico del
implante como pudiera ser el control de la hemorragia postrau-

mdtica por su sola presencia como una masa ocupativa.

En relacién al tiempo en el que se logréd la recuperacién de los
reflejos después de la lesidn en el segundo experimento,
pardmetro tomado como un indicador de la recuperacién del choque
medular, cabe destacar que el W“nico grupo que mostrdé un
significativo retardo en dicha recuperacidén, fue el de ratas
autoimplantadas con nervio periférico. No contamos con una
evidencia experimental para explicar dicho retardo; como hipé-
tesis, proponemos que éste pudiera ser originado por un efecto
inhibitorio transitorio de la acetilcolina (presente en los
segmentos de nervio implantado), sobre las mo?oneuronas medulares
vecinas al implante; dicha hipétesis se basa' en los estudios de
Rotter et al. (160) quienes demostraron en el nitcleo del
hipogloso gque las motoneuronas son ricas en autorreceptores
muscarinicos, los cuales al ser activados por la acetilcolina
inhiben la excitabilidad neuronal al producirse potenciales
postsindpticos inhibitorios lentos (92). La evidencia indirecta
del efecto neurodepresor central de la acetilcolina pudiera
contribuir de manera andloga al fendmeno que observamos. El
empleo de ciertas drogas de accién anticolinérgica central

permitirdn probar esta hipétesis.
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En el estado actual del conocimientoc, se requiere de nuevos
estudios para un mejor entendimiento sobre el o los mecanismo(s)
mediante los cuales los tejidos trasplantados en las &reas de
lesidn del sistema nervioso central ejercen su efecto

neuroprotector.
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G) Conclusiones

1- Los trasplantes de tejido fetal homotdpico alogé&nico y
xenogénico incrementan la sobrevida de ratas sometidas a

laceracidén completa de la médula espinal.

2- El implante de otros tejidos heterotépicos como nervio
periférico o tejido adiposo, asl como el empleo de un ocupador. de
espacio (Gelfoam), también incrementan la sobrevida de ratas

sometidas al mismo modelo de lesién.

3~ El implante homotépico de tejido fetal alogénico, asi como el
autotrasplante de nervio periférico o de tejido adiposo en ratas
sometidas a laceracién medular completa, disminuye la destruccién

del parénquima medular vecino a la zona de lesién.

4- El implante de nervio periférico retarda la recuperacién del

chogue medular.

5~ Se requieren futuros estudios para ?ntender mejor el mecanismo

neuroprotector de los tejidos trasplantados.
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V PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION A FUTURO

1- Desconocemos el mecanismo por el cual los implantes probados
tienen un efecto neuroprotector, cuando son colocados en la ME
severamente lesionada. Para probar la hipdtesis de su posible
funcién como "amortiguador" de téxicos liberados en la zona de
lesién, proponemos la microdidlisis del tejido implantado, con el
objeto de determinar el contenido de las sustancias neurotéxicas
involucradas eﬁ la fisiopatologia de la lesién medular

traumdtica.

2- Proponemos investigar el efecto de dos implantes sucesivos al
mismo sitio de lesidédn. El primero, para limitar el dafio
neuroldgico, disminuir complicaciones graves y favorecer la
sobrevida del hospedero, creando de esta manera un ambiente més
favorable para la posible sobrevida e integracién de un segundo

trasplante con el objeto de estimular la regeneracién.
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