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ABREVIATURAS

LP: lipoperoxidacion

LTME: lesidn traumatica de médula espinal
MDA malondialdehido

ME: médula espinal

MP: metilprednisolona

4-HNE:  4hidroxi-2(E)-nonenal

TBA: acido tiobarbitiirico

TCA: acido tricloroacético

TMP: tetrametoxipropano




RESUMEN.

Después de una lesidn traumatica de la médula espinal (LTME) en los seres humanos,
el unico tratamiento aceptado hasta la fecha durante la fase aguda es la administracion
de megadosis (30 mg/Kg de peso corporal) de metilprednisolona (MP). Sin embargo los
resultados obtenidos son controvertibles incluso en modelos experimentales. La razén
puede explicarse con base en la existencia de una probable correlacién entre la
severidad de la LTME y la dosis de MP requerida para inhibir el proceso de
lipoperoxidacion (LP). La LP es el mecanismo de lesion secundaria responsable, cuando
menos en parte, de la destruccién del tejido nervioso y por ende del déficit funcional
generado. Debido a lo anterior, se estudio la LP en la médula espinal de 84 ratas adultas
divididas al azar en un grupo 1: ratas sanas sin LTME; grupo 2: ratas con LTME leve
(n=24); grupo 3: ratas con LTME moderada (n=24); grupo 4: ratas con LTME severa
(n=24). Los animales fueron sometidos a LTME utilizando el modeio de lesién por
contusion, dejando caer un peso conocido a una distancia conocida sobre la médula
espinal expuesta. Cinco minutos después de la LTME, las ratas recibieron la MP como
dosis unica a 15, 30 ¢ 45 mg/Kg de peso corporal (8 ratas de cada grupo con lesidn, por
dosis). Veinticuatro horas después, se estudié la LP tanto por fluorometria como por
espectrofotometria en el epicentro de la lesién o en el area correspondiente en el grupo
control. Los resultados muestran que en la LTME leve, ia MP administrada a dosis de 15
mg/Kg previene la LP (p<0.05), mientras que 30 mg/Kg la incrementa (p<0.04). En la
LTME moderada 15 y 30 mg/Kg de MP incrementan la LP y 45 mg/Kg la disminuyen
(p<0.07). En la LTME severa todas las dosis probadas disminuyen la LP, sin embargo
con 30 mg/Kg se obtuvieron los mejores resultados (p<0.03). Los resultados reflejan una
correlacién entre la severidad de la LTME y la dosis de MP requerida para disminuir la
LP, lo cual debe ser tomado en consideracion para elaborar el esquema terapéutico
adecuado.




INTRODUCCION.

Antecedentes.

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) es un problema de salud piblica que
pone en riesgo la vida de los pacientes en estado agudo, y produce una serie de
secuelas incapacitantes con devastadoras repercusiones personales, econémicas y
sociales (Whiteneck, 1992; Ditunno y Formal, 1994).

Alrededor del 40% de este tipo de lesiones son completas, o cual produce pérdida total
de las funciones motora y sensitiva por debajo del sitio dafado, traduciéndose en
paraplejia si solo afecta miembros inferiores 0 en tetraplejia si afecta miembros
inferiores y superiores. El resto de las lesiones son incompletas y se caracterizan por
presentar cierto grado de funcionalidad por debajo del sitio afectado (Tator y Fehling,
1991).

A nivel mundial se reporta para la LTME una incidencia anual que oscila entre 12 y 40
casos por milldn (Whiteneck,1992; Dixon et al.,, 1993; Ditunno y Formal, 1994; Tator,
1995), reportandose especificamente en nuestro pais una incidencia para la zona
metropolitana del Distrito Federal de 12 casos por millon (Ibarra et al, 1990).

Aproximadamente, el 80% de las personas con LTME son del sexo masculino (Bracken
et al., 1992} y al momento de la lesion alrededor del 75% se encuentra entre los 15 y los
35 afos de edad (Eisenberg y Tierney, 1985; Tator y Fehling, 1991), ubicandose entre
las principales causas de esta patologia a los accidentes de transito en vehiculos
motorizados, los accidentes en la practica deportiva, los accidentes en el trabajo y en
actividades de recreacion, las caidas y la violencia (Tator y Fehling, 1991; Tator, 1995).



En la actualidad, a pesar de los avances en los cuidados médicos y ain en los centros
de atencidn especializados, la mortalidad en individuos con LTME se reporta entre 6 y
17% (De Vivo et al., 1990; Burney et al., 1993) y la frecuencia del suicidio entre los
pacientes parapléjicos rebasa 10 veces la reportada en poblaciones similares pero sin
este tipo de lesién (Rish et al., 1997).

Fisiopatologia de la LTME.

E! principal problema en una LTME radica en su complejidad, ya que su fisiopatologia
involucra tanto al dafio mecdanico primario como a los mecanismos secundarios de
lesion. Lo relevante es que la mayor parte de la destruccion de! sustrato anatdomico
necesario para la recuperacién neuroldgica y el déficit funcional total son el resultado de
los mecanismos secundarios de lesidbn mas que del dafio mecanico primario (Hall y
Braughler, 1987; Young et al., 1982; Stokes et al., 1983).

Entre los mecanismos secundarios que median la autodestruccion del tejido nervioso y
conlievan al deterioro progresivo del paciente con LTME se incluyen desequilibrio iénico,
isquemia, hemorragia, alteraciones en el metabolismo energético, disminucién en la
actividad de la (Na"-K")-ATPasa, alteraciones en la excitabilidad neuronal, activacion de
proteasas, lipasas y endonucleasas, pérdida de la homeostasia de! calcio intracelular,
elevacion de aminoacidos excitatorios como el glutamato, activacion de la fosfolipasa A,
liberacion de &cido araquidénico, formacion de prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos, liberacion de especies reactivas de oxigeno, dafio a las membranas
celulares e hidrdlisis de fosfolipidos causados por lipoperoxidacién (LP) (Jonsson y
Daniell, 1976, Clendenon et al., 1978; Anderson et al., 1980 y 1985; Hall y Braughler,
1982 y 1993, Young y Flamm, 1982; Mean y Anderson, 1983; Hsu et al., 1985;
Demediuk et al., 1985a,b; Young, 1985; Saunders et al., 1987; Demediuk y Faden,
1988; Siesjo, 1988; Mcintosh, 1994; Regan y Choi, 1994, Yue y Feuerstein, 1994).

De los procesos mencionados, se considera a la LP como uno de los mecanismos més
importantes de la degeneracién neuronal secundaria postraumatica (Demopoulos et al.,
1980; Saunders, et al.,, 1987), ya que si la LP es suficientemente severa, causa la lisis



de las membranas a través del ataque de los radicales libres de oxigeno a los
fosfolipidos estructurales de la mielina, a los de las membranas de las céiulas gliales y a
los de las neuronas, lo cual genera la disolucidén del tejido nervioso y por ende la
interrupcion en la conduccion de impulsos nerviosos a través de las vias que conectan
al cerebro con el resto del organismo, por {0 que el déficit funcional total depende de la
magnitud de este proceso(Hall y Braughler, 1981, 1982 y 1993; Hall y Wolf, 1986; Hall et
al., 1992).

Lipoperoxidacion

La LP es un proceso complejo a través del cual los acidos grasos poliinsaturados
reaccionan con el oxigeno molecular generando hidroperéxidos lipidicos, que son
degradados a productos secundarios tales como el malondialdehido (MDA) y el 4hidroxi-
2(E)-nonenal (4-HNE), los cuales sirven como indice para determinar la extension de la
reaccién de peroxidacién (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

La LP es causada por la accién de radicales libres, y a su vez los genera. Dichos
radicales son especies que contienen uno o mas electrones no pareados, los cuales
suelen reaccionar avidamente con moléculas susceptibles tales como los acidos grasos
poliinsaturados.

El radical iniciador de la LP generalmente extrae un atomo de hidrégeno de la molécula
blanco, dando lugar a un nuevo radical libre. Si la molécula blanco es un acido graso
poliinsaturado, el oxigeno molecular disponible puede combinarse con el radical reactivo
del acido graso permitiendo {a formacion de dienos conjugados (radicales peroxido).
Estos radicales también son reactivos y pueden por si mismos extraer un atomo de
hidrogeno de una molécula vecina y formar hidroxiperoxidos o endoperéxidos y otro
radical libre. Es decir que esta reaccidon en cadena produce un suministro continuo de
radicales libres que inician la peroxidacidn posterior (Regan y Choi, 1894),

Cada hidroperéxido formado puede romperse enzimaticamente ¢ no en productos tales
como hidrocarburos volatiles, maionaldehido, precursores del MDA y mondxido de
carbono (Regan y Choi, 1994).




Los radicales libres que participan en el mecanismo secundario de lesién posterior a una
LTME se producen principalmente durante la isquemia-reperfusién, por la conversién
irreversible de la deshidrogenasa de xantina a oxidasa de xantina (Hall y Braughler,
1989).

La susceptibilidad del SNC al dafio inducido por los radicales libres (Anderson et al.,
1985) esta dada por varias razones:

1. Los lipidos de membrana son especialmente ricos en colesterol y acidos grasos
poliinsaturados, los cuales son blanco de las especies reactivas de oxigeno.

2. El SNC es pobre en actividad de catalasa y de glutation peroxidasa y tiene una
cantidad moderada de superdxido dismutasa. Por el contrario, es rico en hierro y éste es
el principal inductor de la produccion de radicales libres en lesiones del SNC.

3. Las neuronas contienen un gran nimero de lisosomas, cuyas membranas son
dafiadas por los radicales libres, dando por resultado la liberacion de enzimas
hidroliticas dentro del citoplasma de las propias neuronas.

Tratamiento farmacolégico de la LTME con metilprednisolona.

La metilprednisolona (MP) administrada en megadosis y de manera temprana fue el
primer medicamento que permitid la recuperacién motora y sensitiva de pacientes con
LTME (Bracken et al., 1990 y 1997). Sin embargo, en la actualidad sigue en estudio y
debate la explicacién de los mecanismos a través de los cuales este farmaco protegen a
la médula espinal (ME) después de una lesion de este tipo (Hsu y Dimitrijevic, 1990;
Blight, 1991, Hall, 1991; Hall, et al., 1995).

Hasta la fecha se sabe que la MP posee un efecto neuroprotector al inhibir la actividad
de las fosfolipasas, espécialmente la fosfolipasa A, (Hirata et al., 1880; Haynes y Murad,
1990), atenuar el incremento de la prostaglandina E; (Hall et al., 1995), inhibir los
radicales de oxigeno y con ello la LP (Braughler y Hall, 1982; Hall y Baughler, 1981 y
1982; Demopoulos et al., 1982; Anderson y Means, 1985; Anderson et al., 1985;
Saunders et al., 1987), proteger las membranas celulares (Braughler, 1985), prevenir la
isquemia postraumatica en la ME manteniendo el flujo sanguineo tisular (Young y



Flamm, 1982; Hall et al., 1984), mejorar y mantener el metabolismo energético aerdbico
(Anderson et al., 1982, Braughler y Hall, 1983 y 1984), restaurar el calcio intracelular
(Young y Flamm, 1982) y prevenir la destruccién del citoesqueleto mediada por enzimas
activadas por calcio (Rosenberg-Schaffer y Hill, 1993). La MP también inhibe la hidrolisis
lipidica (liberacién de acido araquidénico) y la formacién de ecosanoides (Anderson et
al., 1985), disminuye la acidosis lactica (Hall, 1991), reduce la degradacién de
neurofilamentos (Braughler y Hall, 1984), evita la pérdida de colesterol, disminuye la
extension del tejido dafiado, aumenta ia excitabilidad neuronal y la transmision sinaptica,
permite la recuperacién de los potenciales evocados somatosensoriales y promueve la
recuperacion funcional (Green et al., 1980; Means et al., 1981; Demopoulos et al., 1982;
Young y Flamm, 1982; Braughler y Hall, 1982, 1983 y 1984; Hall et al., 1984; Braughler
et al., 1987; Hall, 1991, Faden, 1996).

No obstante io anterior, hasta la fecha existe controversia sobre la dosis a la que debe
administrarse la MP para que esta ejerza su efecto neuroprotector yfo antioxidante
después de una LTME, de tal forma que algunos investigadores afirman que la MP
posee efecto benefico cuando se administra a dosis de 30 mg/Kg de peso corporal
(Anderson, 1991; Bracken et al., 1990; Braughter y Hall, 1982 y 1984; Braughler, 1987;
Holtz et al., 1990), pierde dicho efecto a 60 mg/Kg de peso (Hall y Braughler, 1982) y
produce efectos paraddjicos o lesivos a 90 mg/Kg de peso (Hall y Braughler, 1981 y
1982; Braughler y Hall, 1982 y 1983b). Sin embargo, existen estudios en los que no se
han podido demostrar efectos clinicos benéficos con el empleo de la MP a dosis de 30
mg/Kg de peso (Faden et al., 1984; lizuka et al, 1986). Mas aun, otros autores indican
que la MP tiene efectos benéficos si se administra a razén de 60 mg/Kg de peso, e
incluso algunos mas afirman que con dosis de 15 mg/Kg de peso también se obtienen
efectos favorables (Hall y Braughler, 1982; Means et al., 1981; Young y Flamm, 1982;
Young et al., 1588).

Nosotros pensamos que estas diferencias estan dadas por ia existencia de una probable
correlacion entre la severidad de la lesion y la dosis de MP requerida para inhibir la LP,
ya que en el estudio realizado por el National Acute Spinal Cord Injury Study i (Bracken



et al., 1990) en pacientes con LTME de diferente intensidad, al administrarles el farmaco
a dosis de 30 mg/Kg de peso corporal se observé que:

1. Los pacientes paréticos (con movimiento menor al normal) tratados con MP
recuperaron el 75% de la funcion motora perdida, mientras que los pacientes pléjicos
tratados con MP sélo recuperaron el 20% de dicha funcion.

2. En los pacientes pléjicos {paraliticos) con pérdida sensorial total se observé mejoria
significativa en la recuperacidon motora, mientras que en los pacientes pléjicos con
pérdida parcial de la sensibilidad no hubo diferencias entre los que recibieron MP y los
de placebo.

Aunado a lo anterior, se ha observado en animales de experimentacion que después de
una LTME por contusién con una intensidad de 12.5, 25 y 50 glcm2 a nivel toracico bajo
en ratas adultas en donde la MP se empled a razén de 30 mg/Kg de peso corporal, 24
horas después de la lesién se observaron efectos benéficos significativos en los 2
primeros casos, pero no asi en el tercero en el que las lesiones fueron severas
(Constantini y Young, 1994).



JUSTIFICACION.

Hasta nuestro conocimiento, no existen estudios que correlacionen la LTME leve,
moderada y severa con la magnitud de la LP y la capacidad de la MP para atenuarla.

Y por ende, se desconoce si se deben variar la dosis de MP para atenuar la LP
dependiendo de si la LTME es leve, moderada o severa.

PROBLEMA.

1. ¢{Se correlacionara ia intensidad de la LTME con la magnitud de la LP?

2. ¢Sera la MP capaz de inhibir la LP de manera similar en LTME de diferente
intensidad?

3. ¢Sera necesario modificar la dosis de MP dependiendo de la intensidad de la LTME
para atenuar la LP?

HIPOTESIS.

1. Mientras mas severa sea la LTME mayor sera la magnitud de la LP.

2. La capacidad de la MP para inhibir la LP sera diferente en LTME leve, moderada y
severa.

3. Mientras mas severa sea una LTME se requeriran dosis mayores de MP para atenuar
la LP, y en lesiones de menor intensidad las dosis requeridas para atenuar la LP
seran menores.

OBJETIVOS.

1. Correlacionar la intensidad de la LTME con la magnitud de la LP.

2. Evaluar la capacidad de la MP para atenuar la LP en animaies con LTME de diferente
intensidad.

3. Evaluar si la dosis de MP se debe modificar para atenuar la LP dependiendo de la
intensidad de la LTME.
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intensidad de la LTME.



JUSTIFICACION.

Hasta nuestro conocimiento, no existen estudios que correlacionen la LTME leve,
moderada y severa con la magnitud de la LP y ta capacidad de la MP para atenuarla.

Y por ende, se desconoce si se deben variar la dosis de MP para atenuar la LP
dependiendo de si la LTME es leve, moderada o severa.

PROBLEMA.

1. ¢, Se correlacionara la intensidad de la LTME con la magnitud de la LP?

2. ;Sera la MP capaz de inhibir la LP de manera similar en LTME de diferente
intensidad?

3. ¢, Sera necesario modificar la dosis de MP dependiendo de la intensidad de la LTME
para atenuar la LP?

HIPOTESIS.

1. Mientras mas severa sea la LTME mayor sera la magnitud de ia LP.

2. La capacidad de la MP para inhibir la LP sera diferente en LTME leve, moderada y
severa.

3. Mientras mas severa sea una LTME se requeriran dosis mayores de MP para atenuar
la LP, y en lesiones de menor intensidad las dosis requeridas para atenuar la LP
seran menores.

OBJETIVOS.

1. Correlacionar la intensidad de la LTME con la magnitud de la LP.

2. Evaluar la capacidad de la MP para atenuar la LP en animales con LTME de diferente
intensidad.

3. Evaluar si la dosis de MP se debe modificar para atenuar la LP dependiendo de la
intensidad de la LTME.



MATERIAL Y METODOS.

Modelo experimental.

Los diferentes modelos experimentales que se han empleado en e! laboratorio para
estudiar la LTME proporcionan un amplio espectro de lesiones de origen diverso,
calidad y severidad (Green et al., 1980; Means et al., 1981; Demopoulos et al., 1982;
Hall y Braughler, 1982; Braughler y Hall, 1983 y 1984; Hall et al., 1984; Hall, 1985; lizuka
et al.,, 1986; Braughler et al., 1987). No obstante, en la actualidad las lesiones
experimentales de tipo contusién-compresion son modelos que en muchos aspectos
semeja lo que ocurre en la mayoria de seres hurnanos con LTME (Das, 1989), por lo

que para el desarrollo del presente trabajo se empled el modelo de LTME por contusién.

Aspectos éticos.
Todos los procedimientos quirlrgicos y experimentales se realizaron con apego a las
normas de la Ley General de Salud (1990).

Disefo del estudio.

Se realizd un estudio de tipo comparativo, prospectivo y experimental.

Universo de trabajo.

Se estudiaron un total de 84 ratas hembras Long-Evans adultas entre 250 y 280g de
peso corporal. Las ratas fueron divididas en un grupo control formado por 12 ratas a las
que se les realizé una laminectomia y a 6 de ellas ademés se les administré el vehiculo
de la MP. A los animales de los 3 grupos experimentales formados por 24 ratas cada
uno, se les produjo una LTME ieve, moderada o severa segun correspondioé y cada
grupo se dividié en 3 subgrupos de 8 ratas cada uno a los cuales se les administro una
dosis de MP a razén de 15, 30 6 45 mg/Kg de peso corporal, segun correspondié en
cada caso (fig. 1).
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Variables.

a) Variables independientes: MP y LTME, con diferentes niveles cada una:
-MP administrada en 3 diferentes dosis (15, 30 y 45 mg/Kg de peso corporal).
-LTME producida con 3 diferentes intensidades: leve (30 g/cm), moderada (75 g/cm) y
severa (150 g/cm).

b) Variable dependiente: LP, evaluada a través de los valores de MDA expresados en
nmol/g de tejido.

Criterios de inclusion.

Se incluyeron todas las ratas con las caracteristicas referidas previamente y que al ser
sometidas a la laminectomia no presentaron lesion de la ME en el caso del grupo
control, mientras que en el grupo experimental se incluyeron las que al ser sometidas a
la LTME presentaron un hematoma en la zona central de la ME.

Criterios de exclusién

En el grupo control se excluyd a las ratas que presentaron alguna lesion de la ME
durante la laminectomia. En el grupo experimental se excluyeron todas las ratas cuyo
hematoma fue lateralizado con respecto a la zona central de la ME.

Método de anestesia.

Para los procedimientos de LTME, laminectomia y obtencion del segmento de ME, se
aplicé una dosis intramuscular de una mezcla de clorhidrato de ketamina (75 mg/Kg de
peso corporal) e hidrocloruro de xilazina {12.5 mg/Kg de peso corporal). Después de
obtener la ME los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis con éter etilico.
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Figura 1. Disefio experimental.
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Evaluacién de la LP en médula l‘_




12

L.esion traumatica de la médula espinal y laminectomia.

Bajo el efecto de la anestesia, previa apepsia y antisepsia, se realizd una incisiéon media
sagital en la piel de Ia region toracica baja y se disecaron los muisculos paravertebrales
de las apdfisis espinosas. Posteriormente, se separo el periostio de las laminas
vertebrales. Se extirparon dos apdfisis espinosas (T8 y T9) para visualizar ampliamente
las laminas correspondientes. Finalmente se realizé una laminectomia (extirpacion de la
lamina), para exponer la porcion dorsal de la ME sin lesionarla y manteniendo las
meninges intactas. Una vez concluida la laminectomia, los animales programados para
lesién, se colocaron en un equipo de estereotaxia (Fig. 2).

La contusion de la ME se realizd con la técnica de Allen (1911) modificada (Guizar et al
1994) para lo cual se dejo caer un cilindro de acero inoxidable (con peso de 15 g, con
una punta roma de 2 mm de diametro y | cm de largo) de una altura de 2 cm (lesién
leve), 5 cm (lesién moderada), 6 10 cm (lesidén severa) segun correspondid, a través de
un tubo guia sobre la ME expuesta. La intensidad de lesiéon fue de 30, 75 y 150 g/cm
respectivamente. Se observé el sitio del impacto a través del microscopio quirdrgico
para corroborar la formacién de un hematoma central a nivel de la zona de contusién
(Fig. 3).

La fascia muscular y la piel en la incisidén quirdrgica tanto en el grupo experimental como
en el grupo testigo se suturaron por planos con puntos simples. Veinticuatro horas
despues de la LTME se corrobord que la lesién produjera parélisis completa en ambas
extremidades posteriores de los animales incluidos en el estudio (Fig. 4}

Administracion de la metilprednisolona.

La MP en forma de succinato de sodio se disolvié en solucion fisiolégica (Na Cl al 0.9%)
y se inyectdé 5 minutos después de la lesién, como dosis Unica, en bolo, via
intraperitoneal, a razén de 15, 30 6 45 mg/Kg de peso corporal segln correspondié en
cada grupo.
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Figura 2. Aparato estereotaxico en el cual se lesiond a los animales. Las ratas se
colocaron, bajo los efectos de la anestesia, previa laminectomia a nivel T9, sobre una
plancha (P) y se les sujetd la cabeza con los tomnillos de fijacion (F). Después, se dejd
caer el impactador (cilindro de acerc inoxidable con 2 mm de diametro en la puntay 15 g
de peso) por un tubo guia (T) a una distancia de 2, 5 6 10 ¢cm, sobre la méduia espinai
expuesta. El procedimiento se realizé utilizando un microscopio quirdrgico (Q).
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Figura 3. Zona de lesién en médula espinal de rata. Region central y medial de la
meédula espinal (flecha) de una rata sometida a una LTME severa, en la cual se visualiza
a través del microscopio quirdrgico, el hematoma formado inmediatamente después de
la contusion (cabeza de flecha).
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Figura 4. Rata con paraplejia. En la fotografia se muestra una rata 24 horas después
de una LTME severa, en la cual se observa que ambas extremidades posteriores
presentan paralisis flicida con incapacidad para sostener el tren posterior.
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Evaluacion de la lipoperoxidacién.

La LP produce perdxidos lipidicos y productos de degradacién tales como los aldehidos.
El MDA reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) y puede detectarse a una
absorbancia de 535 nm (Nichaus y Samuelsson, 1968), lo cual sirve como indice para
determinar la extensién de la reaccién de peroxidacion (Esterbauer y Cheeseman,
1990).

En el presente trabajo la LP se evalué por fluorometria, utilizando la técnica de Kunio
Yagi (1984). Para lo anterior, se prepar6 el estandar de tetrametoxipropano (TMP) de la
siguiente manera: a 8.2 mi de TMP se le adicionaron 0.2 ml de HC! concentrado, se
hidrolizé a temperatura ambiente toda la noche. Se agregaron 5 mi de H,O destilada. Se
tomaron 2.5 ml del hidrolizado y se aforaron a 1000 ml, quedando la solucién a 25 mM.
Se realizaron curvas estandar. El acido tricloroacético (TCA) se prepard a partir de una
solucion al 50%, para lo cual se tomaron 39.86 ml de dicha solucion, se adicionaron 5
ml de &acido clorhidrico y se afor6 a 100 ml, quedando una solucién al 40%
aproximadamente. E| TBA se preparé el mismo dia en el que se realizaron las
determinaciones, adicionando a 500 mg de esta sustancia, 6 ml de NaOH 1M y 64 mi de
H20, calentdndose, con el fin de ayudar a la solubilizacién, con lo que se obtuvo una
solucion al 0.67%.

Transcurridas 24 horas después de la lesion, se extrajo el segmento de la ME desde T7
hasta T9, se tomé 1 cm de la misma incluyendo el epicentro de la lesién o el segmento
correspondiente en el grupo control y posteriormente se lavé y se colocé en una
solucién de cloruro de potasio (0.1N) enfriada en hielo. El fragmento de ME se peso y se
colocd el cloruro de potasio, guardando una relacion peso/volumen de 1x9 para hacer el
homogenado correspondiente, del cual se tomaron 0.05 y 0.1 ml para realizar el
siguiente procedimiento:
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. Se agregaron 4 ml de N/12 H,SO, y se agité suavemente.

. Se agreg6 0.5 ml de acido fosfotungstico al 10% y se mezclé.

. Se resuspendié el sedimento en 4 m! de agua destilada y 1 ml de TBA.
. Se calenté durante 60 minutos a 95°C en un bafio de aceite.

. Se enfrid al chorro de agua y se agregaron 5 mi de n-butanol. Se agitd

vigorosamente.

. Se realiz6 la medicidn de LP en un fluorémetro Perkin-Elmer LS-3, a 515 nm

de excitacion con 553 nm de emision.

. Se realizd la medicién de LP en un espectrofotometrc Beckman DU-650, a una

absorbancia de 532 nm.
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RESULTADOS.

Procedimientos de estandarizacién.

1. Estandar externo: El tetrametoxipropano (TMP) se empleé como estandar externo,
por lo cual se probaron diferentes cantidades del mismo a una absorbancia de 532 nm y
se graficaron los resultados para corroborar ia linearidad de la reaccion (Fig.5). El nivel
de LP se expresd en nmol de MDA.

2. Concentracion del homogenado: De cada una de las ratas se extrajo un cm de la
ME incluyendo el epicentro de la lesién o la regién correspondiente en la ME de los
animales del grupo control, se realizé el homogenado de la muestra y se procedid a
probar diferentes concentraciones de la misma con el fin de determinar cual era la
concentracidén ideal para desarrollar el experimento en las mejores condiciones. Se
encontrd que 0.05 ml del homogenado eran suficiente por caer en los rangos de
absorbancia (entre 0.1 y 0.2) que de acuerdo a las concentraciones del estandar interno

empleado queda dentro de los rangos detectables (Fig. 6).

3. Control positivo: Debido a que las concentraciones de MDA se incrementan en
forma importante en presencia de especies reactivas tales como el perdxido de
hidrogeno (H202), en el presente trabajo se empled dicha sustancia como control
positivo. El H;0, se utilizé al 0.75% y 3%. En la figura 7, se muestran los resultados
obtenidos, observandose, con respecto al homogenado de tejido en ausencia de HxO,,
un incremento considerable en los valores de MDA cuando la muestra se incubd con
H.0; al 3% (p<0.02).

4. Tiempo de maxima concentracion del MDA: Con base a que los productos de la
LP varian en su concentracidén con respecto al tiempo a partir del momento en el que se
inflige la LTME, se realizaron evaluaciones a 30, 60, 120 y 1440 minutos después de la
LTME, decidiéndose realizar las evaluaciones para el presente trabajo a los 1440
minutos posteriores a la lesion, momento en el cual se alcanzaron las concentraciones
mas altas de MDA (Fig. 8).
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Figura 5. Estandar externo. La grafica muestra la relacién entre la cantidad de
tetrametoxipropanc (TMP) empleado como estandar externo y la absorbancia a 532 nm
registrada mediante espectrofotometria.
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Figura 6. Concentracién del homogenado. La gréfica muestra ia relacién entre la
cantidad del homogenado de la médula espinal y la absorbancia a 532 nm. Cada punto
representa la media + la desviacion estandar de 3 determinaciones.
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Figura 7. Control positivo. En la grafica de barras se muestran los valores de
malondialdehido (MDA) obtenidos en los grupos control negativo y control positivo de
ratas sin lesion traumatica de médula espinal. En el grupo control positivo se agregd al
homogenado de la médula espinal H,0; al 0.75% y al 3%, observandose con esta Ultima
concentracion un incremento significativo en los niveles de MDA (p<0.02).
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Figura 8. Tiempo de maxima concentracion del malondialdehido (MDA) después
de la lesién. Evaluacion del proceso de lipoperoxidacion a través de la formacion de
MDA en homogenado de medula espinal extraida a diferentes tiempos después de la
lesion traumatica, donde se muestra que el maximo nivel se alcanza a los 1140 minutos.
Cada punto representa la media + |a desviacion estandar de 3 determinaciones.
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Evaluacion del proceso de LP.

Al estudiar el epicentro de la zona de lesién (1 cm de médula espinal), la region proximal
al sitio de lesion (0.5 cm de médula espinal en ambas direcciones a partir del epicentro)
y la regidn distal (0.5 cm de la médula espinal en ambas direcciones a partir de la regién
proximal) se observaron las maximas concentraciones de MDA en el epicentro; estas
disminuyeron en la regién proximal y ain mas en la porcion distal a la misma. Sin
embargo, los valores en esta Gltima regidén fueron mayores que los observados en la
meduia espinal de los animales del grupo control (Fig. 9), lo anterior indica que la LP no
se localiza exclusivamente en el sitio lesionado, si no que se extiende a lo largo de la
médula espinal.

La magnitud de la LP evaluada tanto por técnicas espectrofotométricas como
fluorométricas, mostrd diferencias dependiendo de la intensidad de ia lesién y diversas
respuestas al tratamiento con la administracion de MP a distintas dosis (Fig.10 y 11),
obteniéndose los siguientes resultados:

1. LTME leve: Se observaron diferencias entre el subgrupo sin tratamiento y los
subgrupos tratados con MP a dosis de 15 y 45 mg/Kg de peso corporal, siendo mayor
en el subgrupo tratado con 15 mg/Kg. Aun cuando estas dosis lograron disminuir las
concentraciones de MDA, no se alcanzé significancia estadistica (p<0.06). En lo que
respecta al subgrupo tratado con MP a razén de 30 mg/Kg de peso corporal, se observo
un incremento significativo en los valores de MDA al comparario con el subgrupo no
tratado (p<0.05). Lo anterior significa que con dicha dosis se incrementa el proceso de
LP cuando la intensidad de la LTME es leve.

2. LTME moderada: Al comparar los valores de MDA observados en el subgrupo sin
tratamiento con los obtenidos en los subgrupos que recibieron la MP a razén de 15y 30
mg/Kg de peso corporal, se observé un incremento en los valores de MDA, siendo
significativa solo en el subgrupo de 30 mg/Kg (p<0.05). Aun cuando la MP administrada
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a razén de 45 mg/Kg de peso corporal disminuyé los valores de MDA, no se alcanz6
significancia estadistica (p<0.08).

3. LTME severa: Al comparar el subgrupo no tratado con los que recibieron la MP se
observd que en todas las dosis probadas los valores de MDA disminuyeron, sin
embargo la mejor respuesta se observo en el grupo que recibio la MP a razén de 30
mg/Kg de peso corporal (p<0.03).
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Figura 9. Deteccion de Malondialdehido (MDA} en distintas regiones de la médula
espinal. La grafica de barras muestra la diferencia en las concentraciones de MDA
registradas tanto en el epicentro de la lesion como en la regidbn proximal y distal del
mismo. Se observa la mayor concentracion de MDA en el epicentro de la lesidn y una
disminuciéon en dichos valores en la regién proximal al sitio de lesién y aln més en la

regidon distal. Cada punto representa la media + la desviacion estandar de 3
determinaciones.
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Figura 10. Evaluacion del proceso de lipoperoxidacién. En la grafica de barras se
presenta el efecto que sobre el proceso de lipoperoxidacion se observd posterior a la
administracion de metilprednisolona en diferentes dosis después de una lesion
traumética de la médula espinal de intensidad leve, moderada o severa,. La evaluacion
se realizo por técnica por flucrometrica. Cada punto representa la media + la desviacion

estandar de 8 determinaciones.
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Figura 11. Evaluacién del proceso de lipoperoxidacién por espectrofotometria. En
la grafica de barras se presenta el efecto que sobre el proceso de lipoperoxidacion se
observé posterior a la administracion de metilprednisolona en diferentes dosis después
de una lesion traumatica de la médula espinal de intensidad leve, moderada o severa.
Cada punto representa la media + la desviacion estandar de 8 determinaciones.
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Figura 12. Grupo control. En la grafica de barras se muestran las concentraciones de
malondialdehido en el grupo control y los grupos con lesién leve, moderada y severa sin
administracion de metilprednisolona. Cada punto representa la media + desviacion
estandar de 8 determinaciones.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos indican que en LTME de intensidad leve y moderada la
administracién de MP a razén de 30 mg/Kg de peso corporal en lugar de proteger del
dafio a la médula espinal, intensifica el proceso de LP. Contrariamente, en LTME severa
esta dosis demostrd disminuir el proceso de LP en forma importante. Lo anterior puede
explicar, cuando menos en parte, las diferencias tan marcadas que se han observado en
los resultados obtenidos por distintos autores quienes al administrar la dosis
recomendada de MP (30 mg/Kg de peso) obtuvieron respuestas diversas tanto en
modelos experimentales como en seres humanos (Means et al., 1981; Braughler y Hall,
1982 y 1984; Hall y Braughler, 1982; Faden et al., 1984; lizuka et al., 1986; Braughler,
1987; Young et al., 1988; Bracken et al., 1990; Holtz et al., 1990; Anderson, 1991).

En la LTME severa parece ser que la dosis de MP adecuada es de 30 mg/Kg de peso
corporal y para la LTME leve es de 15 mg/Kg de peso corporal, mientras que para la
LTME moderada no se pudo determinar la dosis requerida. Aparentemente la dosis
adecuada es de 45 mg/kg de peso'corporal, sin embargo, los resitados no fueron
concluyentes. Lo anterior puede deberse a que el tamafio de la muestra no fue
suficiente 0 a que quiza se requiera probar otras dosis.

En el presente estudio se observé que los niveles maximos de LP se encuentran 24
horas después de una LTME. Sin embargo, en otros estudios se han encontrado los
valores maximos de dichos productos a tiempos que van desde los 5 minutos
posteriores a la lesién (Clendenon et al., 1978; Saunders et al., 1987; Hall y Braughler,
1987), 30 minutos (Kurihara, 1985), una hora (Demediuk et al., 1985b; Saunders et al.,
1987), 5 horas (Pietronigro et al, 1983) y 18 horas (Milvy et al, 1973). Estas diferencias
pueden estar dadas con base en los modelos de lesidn empleado (contusion,
compresién, seccion), en el tiempo de seguimiento, y/o en el método empleado para
evaluar la LP.




30

Este fendmeno debera estudiarse méas a fondo ya que ain cuando el rapido decremento
en los niveles de acidos grasos poliinsaturados sugiere que estos son objeto de la LP en
el periocdo posisquemico temprano (Yoshidata et al, 1985), se ha reportado que la
medicién de sustancias reactivas al TBA en un modelo de isquemia cerebral global en
ratas Wistar no muestra cambios en sus concentraciones ni siquiera en periodos de
isquemia superiores a 30 minutos o durante la recirculacién por mas de 72 horas
(Mclitosh,1994). De manera similar se ha observado que los niveles de glutatién
reducido disminuyen en la misma magnitud tanto en la isquemia cerebral incompleta
como en la completa, mientras que los niveles de glutation oxidado permanecen sin
cambio en ambas circunstancias (Rehncrona et al, 1980).

Otro punto a tomar en consideracion es que cuando se revisaron metodologicamente los
trabajos previos, se encontrd la existencia de variaciones importantes en las
concentraciones de los reactivos empleados para detectar los niveles de MDA, no se
mencionaban detalles importantes como el pH, se agregaban ¢ eliminaban pasos en la
técnica base de la deteccion de MDA utilizando TBA. Lo anterior es relevante ya que la
reaccion colorimétrica del TBA con los preductos de la LP (MDA) en los tejidos animales
depende del pH de la reaccidén y aparentemente el éptimo es 3.5. De tal forma, por
ejemplo, que la reacciéon del TBA con ofras sustancias como los hidroperdxidos de acido
linoleico tambiéen forman el mismo pigmento gue con el MDA, pero esta reaccion ocurre
a pH de 4.0. Por lo que este factor puede ser la variable mas importante en esta
reaccion y por ello debe controlarse estrictamente (Onkawa et al., 1979). Asi mismo, se
ha reportado que algunas sustancias interfieren con la estimacién del nivel de LP
utiizando la reaccién del TBA, pero si no se usa el TCA no se observa esta interferencia
(Onkawa et al, 1979).
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CONCLUSIONES.

1. En la LTME de intensidad leve y moderada la MP administrada a razén de 30 mg/Kg
de peso corporal incrementa el proceso de LP.

2. En LTME de intensidad severa la MP administrada a razon de 30 mg/Kg de peso
corporal disminuye el proceso de LP.

3. Aparentemente |a dosis de MP requerida para disminuir el proceso de LP en LTME
leve es de 15 mg/Kg de peso corporal y en la de LTME moderada podria ser de 45
mg/Kg. Sin embargo, se deberan probar otras dosis de MP en LTME y/o aumentar el
numero de determinaciones.

4, Aparentemente existe una correlacién entre ia severidad de la lesion y la cantidad de
MP requerida para disminuir el proceso de LP.
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