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RESUMEN

La talidomida es un farmaco derivado del acido glutamico; por sus
propiedades como antiinflamatorio, inmunomodulador y
antiangiogénico se utiliza actualmente para el tratamiento de diversas
condiciones patolégicas. No existen estudios que hayan evaluado el
efecto de la talidomida en el curso de una lesién traumatica de médula
espinal (LTME). Su capacidad para inhibir la produccion del factor de
necrosis tumoral-a, disminuir la respuesta inflamatoria aguda, controlar
la permeabilidad vascular (al disminuir la produccién del factor de
crecimiento vascular endotelial) y cambiar el fenotipo de células Thl a
Th2, nos sugiere que la talidomida podria contribuir de manera
importante a la disminucion del dafno secundario que se presenta
después de una LTME y en consecuencia podria funcionar como un
neuroprotector efectivo. El presente trabajo determind el efecto de la
administracién de talidomida (25 mg I.P.) en el curso de una LTME en
ratas adultas. Se evalué su influencia sobre el edema, proceso
inflamatorio agudo, y cantidad de tejido medular preservado en el sitio
de lesion y areas vecinas, también se realizd una evaluacion de la
evoluciéon funcional. La talidomida fue administrada de forma temprana
(10 minutos postlesién) y tardia (4 horas postlesion). Los resultados del
experimento mostraron que la talidomida administrada temprana o
tardiamente disminuye significativamente el edema medular medido a
24 horas postlesion; sin embargo solo la administracion tardia
disminuyo6 el infiltrado inflamatorio en areas vecinas (5 mm craneal y
caudal a la lesion) pero no tuvo efecto en el sitio de lesiéon. En la
evaluacién funcional se observd que la administraciéon 10 minutos
postlesion con dosis Unica deteriora significativamente el
comportamiento motor. Los otros grupos de tratamiento con aplicacion
de talidomida 4 horas, y 24 horas (con dosis unicas y con dosis
repetidas) postlesion no mostraron efectos en la evolucion funcional de
la LTME durante las 7 semanas que siguen a la lesion. La cantidad de
tejido medular preservado en la zona de lesién fue similar en todos los
grupos de tratamiento. La administracién tardia mostré tener un efecto
no favorable para la preservacion de tejido en las zonas craneal y
caudal a la lesién, ya que promovié una mayor cantidad de tejido
necrotico-hemorragico en la llamada “zona de penumbra”. Concluimos
gue la administracion de talidomida bajo las condiciones utilizadas en
este experimento, no promueve efectos favorables para la recuperacion
funcional de la LTME.
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ABSTRACT

Thalidomide is a (glutamic acid derivative; because their
pharmacological properties including anti-inflammatory,
immunomodulatory, and antiangiogenic activities, it is used as
treatment for a diversity of pathological conditions. No studies have
been conducted to evaluate the effect of thalidomide in treatment of
spinal cord injury (SCI). The abilities of thalidomide to inhibit the
production of TNF-alpha, to diminish acute inflammatory response, to
control the vascular permeability (diminishing the production of
vascular endothelial growth factor) and to change the phenotype from
cells Thl to Th2, suggest that thalidomide could contribute to reduces
the secondary damage that develops early after SCI, and in
consequence works as a novel neuroprotector. The present
investigation evaluated the effect of administering thalidomide (single
or repeated doses of 25 mg I.P) to adult rats subjected to a clinically
relevant model of acute SCI. It was evaluated the effects on edema,
acute inflammatory processes, amount and quality of spared spinal cord
tissue at the site of the injury and neighboring areas, as well as on
functional outcome. Administration of thalidomide was started early (10
minutes) or late (4 hours) after injury. Comparing with injured rats
treated only with vehicle (control group), rats treated with thalidomide
started both early or late after injury showed significantly less spinal
cord edema 24 hours post lesion; however only the later administration
showed to diminished the inflammatory infiltrate in the surrounding
tissue (bmm cranial and caudal to site of lesion) but not in the site of
lesion. The functional evaluation showed that the early administration
of thalidomide as a single dose was detrimental. Groups treated at 4
hours and 24 hours post-injury as single or repeated doses didn’t show
any effect on the functional outcome assessed during 7 weeks post-
injury. The amount of spinal cord tissue preserved in the area of lesion
was similar among all groups. Later administration showed a
detrimental effect on tissues around the lesion due to a greater amount
of necrotic-hemorrhagic tissue. We conclude that the administration of
thalidomide as used here does not promote beneficial effects in the
recovery of functionality after SCI.
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INTRODUCCION.
Anatomia de la médula espinal.

El sistema nervioso central esta dividido en 6 partes: los hemisferios
cerebrales, el diencéfalo, el mesencéfalo, la protuberancia, el bulbo
raquideo y la medula espinal.

La médula espinal es una estructura cilindrica elongada, en el
humano mide aproximadamente 45 cm. de longitud, y se extiende
desde la médula oblonga del cerebro posterior hasta la primera y
segunda lumbar. Se ubica en el conducto raquideo o canal vertebral,
esta dividida en segmentos medulares: 8 cervicales, 12 toracicos, 5
lumbares, 5 sacros, 1 coccigeo, y la parte terminal de la médula
espinal denominada cauda equina. (Guyton, 1994; Climent y cols.
1998; Purves et al. 2001; Peterson, 2000; Sharp et al. 2006)

Los nervios espinales surgen de la médula espinal como 31 pares de
nervios espinales (8 cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5 sacros, y
1 coccigeo). La informacién sensoria es transmitida por los axones
aferentes del nervio espinal que ingresa a la médula espinal a través
de las raices dorsales; la informacién motora es transmitida por los
axones eferentes que abandonan la médula espinal a través de las
raices ventrales. La unién de los axones motores y sensorios da
origen a los nervios periféricos segmentarios.

Los nervios espinales cervicales y toracicos emergen por el foramen
intervertebral, las raices espinales lumbares, sacros y coccigeo
recorren descendiendo por el espacio subaracnoideo antes de
alcanzar los foramenes correspondientes, formando un grupo de
raices la llamada cauda equina.

Hay regiones ensanchadas en la médula espinal, llamados plexos, y
contienen mayor cantidad de células nerviosas y sus conexiones. El
ensanchamiento cervical es llamado plexo braquial (C5 a T1),
procesa informacién de los miembros superiores, el ensanchamiento
o plexo lumbosacro (L1 a S2), procesa informacion de los miembros
inferiores.

La médula espinal estd compuesta de una sustancia gris y una
blanca, los cuerpos de las células nerviosas se encuentran en la
sustancia gris, con muchas fibras nerviosas cortas, y en la sustancia
blanca se ubican tractos de fibras nerviosas y glia, la disposicién es
simple: al interior la sustancia gris y esta se encuentra rodeada por
la sustancia blanca.

Las vias de la sustancia blanca estan divididas en los cordones
posteriores, laterales y anteriores cada uno contiene haces de axones
con funciones especificas. Los cordones laterales llevan axones que
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viajan desde la corteza cerebral para hacer contacto con las
neuronas motoras espinales, formando asi la mayor extensién caudal
de las piramides bulbares. Los cordones posteriores transmiten
informacion sensoria ascendente desde los mecano-receptores
somaticos. Los cordones antero laterales transmiten informacién
termoalgésica ascendente y motora descendente. (Guyton, 1994;
Climent y cols. 1998; Purves et al. 2001; Peterson, 2000; Sharp et al.
2006)

La sustancia gris de la médula espinal esta dividida en astas o
cuernos posteriores, y astas o cuernos anteriores, la informacién
sensoria llega a las astas posteriores y la motora sale de las astas
anteriores y llegan hasta los musculos estriados. Por lo tanto las
neuronas que procesan informaciéon sensorial se localizan
posteriormente, mientras que las que procesan informaciéon motora
se localizan anteriormente. Las neuronas preganglionares del SNA
se encuentran intermedias.

La sustancia gris de la médula espinal desempefia dos funciones:

1). Sus sinapsis transmiten sefales entre la periferia y el encéfalo en
ambas direcciones.

Principalmente en las astas posteriores se lleva a cabo el relevo de
las seniales provenientes de las raices sensitivas de los nervios
espinales, después se dirigen hacia arriba, por la sustancia blanca
medular a las distintas areas sensitivas del encéfalo.

En las astas anteriores y columnas laterales se realiza el relevo de
las senales motoras provenientes de los tractos nerviosos que
descienden del encéfalo, hacia las raices nerviosas motoras espinales
que hacen sinapsis con el musculo estriado.

2). Integra algunas actividades motoras que conforman a los reflejos
espinales.

La sustancia blanca se divide en columnas:

- 2 columnas posteriores
- 2 columnas laterales
- 2 columnas anteriores

Estas columnas contienen tractos que discurren a lo largo de toda la
médula espinal, algunos de ellos estan adyacentes a la sustancia gris,
como los tractos propioespinales, quienes viajan solo algunos
segmentos medulares para conectarse entre si algunos de ellos, se
encargan de asistir los reflejos medulares. El resto de la sustancia
blanca contiene tractos de fibras largas que llevan informacion
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sensitiva hacia el encéfalo, o bien senales motoras desde el encéfalo
hasta la médula espinal. (Guyton, 1994; Peterson, 2000)

Tractos motores:

a) Tracto corticoespinal lateral (desde la corteza motora del
encéfalo a la médula espinal)

b) Tracto corticoespinal ventral (desde la corteza motora del
encéfalo a la médula espinal)

c) Tractos rubroespinales (desde el nucleo rojo del mesencéfalo a
la médula espinal)

d) Tractos reticulo espinales (desde la sustancia reticular del
encéfalo, protuberancia y bulbo a la médula espinal)

e) Tracto olivoespinal (desde la oliva inferior del bulbo a la
meédula espinal)

f) Tracto vestibuloespinal (desde los nucleos vestibulares del
bulbo y la protuberancia hasta la médula espinal)

g) Tracto tectoespinal (desde el techo del mesencéfalo hasta la
médula espinal)

Tractos sensitivos:

a) Fasciculo grécil y fasciculo cuneiforme (constituyen la mayor
parte de las columnas dorsales, llevan informacion de la
periferia hasta los nucleos gracil y cuneiforme en el extremo
inferior del bulbo) conducen estimulos del tacto fino y
discrimina entre estimulos sensitivos en piel y posiciones de
partes del cuerpo.

b) Tractos espinotalamicos anterior y lateral (llevan senales
periféricas que hacen relevo en las astas posteriores,
atraviesan la comisura blanca anterior y ascienden desde el
lado opuesto de la médula hasta el tallo encefdlico y el tdlamo)
conducen estimulos del tacto grueso, dolor y temperatura.

c) Tractos espinocerebelosos anterior y lateral (llevan senales
periféricas que hacen relevo en las astas posteriores,
ascendiendo hasta el cerebelo)

d) Tracto espinoolivar desde las astas posteriores de la médula
hasta la oliva inferior del bulbo) estos dos ultimos son
responsables de percibir sefiales de los musculos vy
articulaciones, que informan constantemente al cerebelo de los
movimientos y posiciéon de partes del cuerpo, todo ello para
permitir la coordinacién de los movimientos corporales.
(Guyton, 1994)
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Los conjuntos neuronales responsables de la locomocion son 3
subsistemas motores:

1. Circuito en el interior de la sustancia gris de la médula espinal.
Incluye neuronas motoras primarias o alfa (también llamadas
neuronas inferiores) las cuales envian sus axones fuera de la
médula espinal hasta llegar a los musculos estriados (llevando
informacién motora voluntaria o refleja), y a las interneuronas
medulares que constituyen una fuente importante de las
aferencias sindpticas a las neuronas motoras. (que participan
en la coordinacion refleja entre los grupos musculares)

2. Neuronas en el tronco encefdlico y corteza cerebral. Sus
axones de estas neuronas motoras superiores descienden para
hacer sinapsis con interneuronas, o con motoras primarias o
con ambas en la sustancia gris de la médula espinal.

Las vias descendentes son esenciales para el control de los
movimientos voluntarios y constituye un nexo entre los
pensamientos y las acciones, estas son responsables de
integrar la informacion sensitiva vestibular, somatosensitiva y
visual, para ajustar la actividad refleja de la médula espinal,
fundamentalmente para movimientos bdasicos de direccion del
cuerpo y control de la postura.

La planificacion, iniciacion y direcciéon de los movimientos se
llevan a cabo por la corteza motora primaria, corteza
promotora y motora suplementaria, la informacion cortical es
enviada a través de la via corticoespinal hacia la médula
espinal.

3. El cerebelo y los ganglios basales son estructuras que no

tienen acceso directo a las neuronas primarias alfa o a las
interneuronas medulares sin embargo regulan la actividad de
las neuronas motoras superiores que dan origen a las vias
descendientes.
El cerebelo corrige los errores al comparar la informacién de
movimiento producida en la corteza y el tronco encefdlico con
la retroalimentacion sensitiva acerca de los movimientos que
realmente se han producido, por lo tanto coordina los
movimientos complejos. Los ganglios basales son importantes
en la iniciacién del movimiento. (Purves et al. 2001)

Cada extremidad parece ser controlada por un generador central de
patrones, un circuito oscilatorio basico de la meédula espinal
responsable de la flexion y extensidon alternantes de la extremidad
durante la locomocién, que logra secuencias de movimientos que se
desarrollan a diferentes velocidades de locomocion, estos centros no
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son dependientes de las vias descendientes en su totalidad en los
cuadrupedos, en cambio en el humano si.

La médula espinal se encuentra rodeada por las meninges: de afuera
hacia dentro son: dura madre (gruesa y resistente), aracnoides (con
prolongaciones aracniformes) y la piamadre (delicada y delgada).
Entre la aracnoides y la piamadre estd el espacio subaracnoideo
lleno de liquido cefaloraquideo. (Guyton, 1994; Purves et al. 2001;
Peterson, 2000)

La irrigacién de la médula espinal esta dada por una arteria espinal
anterior y dos arterias espinales dorsales, que brindan irrigacion de
afuera hacia dentro con las arterias vasocoronarias, y de adentro
hacia fuera con la arteria del surco, las cuales provienen de 2
arterias vertebrales y aproximadamente 10 arterias medulares que
nacen de ramas segmentarias de la aorta. (Guyton, 1994; Purves et
al. 2001; Peterson, 2000)

LESION TRAUMATICA DE LA MEDULA ESPINAL
Antecedentes.

Es un problema de salud publica que pone en riesgo la vida del
paciente en fase aguda y que en los pacientes que sobreviven puede
producir incapacidad a largo plazo con pérdida permanente del
control voluntario en la locomocién y en el soporte corporal de las
extremidades, ademas de generar una gran variedad de disfunciones
sensitivas y autondmicas con devastadoras repercusiones personales,
economicas y sociales. (Das et al, 1989; Berkowitz, y cols. 1992;
Hulsebosch, 2002; UAB, 2006)

Estadisticas muestran que en el periodo de tiempo correspondiente a
la 22 guerra mundial, las personas que padecian Lesién Traumatica
de la Médula Espinal (LTME) tenian una esperanza de vida de
apenas 3 meses. En 1966 esta esperanza de vida se incremento a 20
anos. Y hoy en dia los avances médicos y cientificos han permitido
han permitido aumentarla de 25 a 30 afnos después del evento
traumatico. (Lali and Sekhon, 2001; Hulsebosch, 2002; UAB, 2006 )

En algunos paises representa una de las primeras causas de muerte
durante el periodo productivo de las personas menores de 40 afnos,
sin embargo la LTME, es un padecimiento con baja incidencia en la
poblacién a comparacion de otras patologias y padecimientos. (Lali
and Sekhon, 2001; Hulsebosch, 2002; UAB, 2006 )

En el Distrito Federal, México, se ha reportado una incidencia anual
de 18.1 casos de LTME por cada millén de habitantes por afo, en
Estados Unidos de América la incidencia es de 20 a 27.1 casos de
LTME por millén de habitantes al afno. La incidencia mundial es de
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12 a 40 casos por millon de habitantes al afo; el 82 % de los casos
suelen ser hombres, y el 75 % de los casos estan entre los 15y 35
anos de edad. Los agentes traumaticos mas comunes son accidentes
en vehiculos motorizados (40 a 50 %), accidentes en la practica
deportiva (10 a 25 %), accidentes de trabajo (10 a 25 %), lesiones
con objetos punzocortantes (10 a 25 %) y caidas (20 %). La
mortalidad de individuos con LTME es de 6 a 17%. (Buchanan et. al.,
1987, Segal, 1989; Ibarra et. al., 1998, Pardini, 1998; Zeiling y cols.
2000; Fehlings 2001; Lali and Sekhon, 2001; Vértiz, 2003, Diaz,
2003; UAB, 2006)

De acuerdo con la intensidad del LTME existen alteraciones
estructurales y funcionales variables, que oscilan desde un bloqueo
transitorio de la conduccion de impulsos nerviosos, hasta la pérdida
total de las funciones motora y sensitiva por debajo del sitio danado,
traduciéndose en paraplejia si afecta miembros inferiores o
tetraplejia si afecta miembros superiores e inferiores. También
sufriendo disfuncidon vesical, sexual, y en algunos casos dolor
cronico. (Tarlow et al. 1953; Kao, 1977; Frankel 1987, Das et al.
1989; Barry et al. 1993; Taoka, 1998)

Fisiopatologia de la LTME.
Involucra 2 fases:

1). El dano mecdanico primario resulta de la fuerza mecdnica vy
distorsion provocada por el impacto, aplastamiento, estiramiento,
desgarre y/o laceracion tisular, que provocan una pérdida de las
caracteristicas estructurales y funcionales del parénquima medular.
Estos efectos inmediatos y son irreversibles.

2). Los mecanismos secundarios de lesién ocurren por procesos
como la hemorragia (principalmente en la sustancia gris), edema, y
muerte celular excitotdéxica. La meédula espinal sufre cambios
patoldgicos secuenciales que incluyen a la necrosis axonal y
neuronal, desmielinizacion, formacién de quiste e infarto.

Dias después del evento traumatico los cambios progresivos de
cavitacion y necrosis coagulante en el sitio de la lesién y sus
margenes, se presentan como resultado de la inflamacion, necrosis,
apoptosis y formacién de cicatriz glial. (Lemke y cols. 1987; Faden,
1988; Hall et al. 1989; Toaka, 1998; Schwartz et al. 2002;
Hulsebosch, 2002; Jiménez, 2004; Bao et al. 2004)

Algunos autores dividen a los mecanismos secundarios en tres fases:
Fase aguda:

Inicia inmediatamente después del traumatismo y se prolonga por
unos dias después. En esta fase existe un dafio neural inmediato, por



Efecto de la Talidomida en la Evolucion de la Lesion Traumdtica Médula Espinal

la hemorragia, el flujo sanguineo disminuido y la necrosis (reversible
durante las primeras 8 horas postlesion).

El tejido infartado propaga la necrosis hasta las zonas vecinas
superiores e inferiores a la lesion (epicentro), debido al dafno sobre
arteriolas, capilar y vénulas, limitando el flujo sanguineo hasta el
tejido medular. El infarto generalmente se intensifica por procesos
tales como el vasoespasmo local, trombosis y choque neurogénico.

La isquemia es uno de los mecanismos secundarios de lesién mas
importantes, ya que aunada al edema, la inflamacién y la
hemorragia, dificulta o impide la perfusion de la médula espinal
sobre todo en las primeras 2 horas posteriores al LTME, periodo en
el que la sustancia gris es mas vulnerable, debido a que presenta una
mayor demanda metabodlica provocando que la necrosis traumatica
sea mas severa. (Young, 2002; Hulsebosch, 2002; Santoscoy, 2003)

En la sustancia blanca la disminucién del flujo sanguineo tiene una
duracion de 1 hora aproximadamente, recuperandose en las
siguientes horas. (Santoscoy, 2003)

Las alteraciones del flujo sanguineo no solo ocurren en el sitio de
lesion, también en varios segmentos medulares vecinos a la lesion,
incluso la irrigaciéon sanguinea de los segmentos medulares
superiores al foco de lesion se ven mas afectados que los segmentos
inferiores a la lesion.

Las alteraciones de la irrigaciéon del parénquima medular provocan
bajos niveles energéticos celulares (por pérdida de la glucolisis y de
la fosforilacién oxidativa), ocasionando una menor disposicion de
ATP, un bloqueo de la bomba de sodio y potasio, y otros canales, y
una acumulacién citosélica de calcio e hidrogeniones,
desencadenando una serie de procesos necroticos como la
despolarizacion de la membrana celular, una descarga del contenido
de los lisosomas y una activacion de enzimas calcio-dependientes
autodestructivas (lipasas, proteasas, ATPasas, y endonucleasas)
hacia el espacio intracelular, afectando a la membrana
citoplasmatica, al citoesqueleto y a componentes del nucleo celular,
resultando en la muerte celular, y desde luego la extension de la
lesiéon en comparacion con la lesién original (hasta 2 segmentos
medulares superiores e inferiores al foco de la lesion). (Kawata,
1993; Cotran, 1999; Guth, 1999; Ropper, 2001; Hulsebosch, 2002;
Martinon, 2006)

La isquemia produce alteraciones de la via glucolitica aerdbica que
obligan a recurrir a las células a un mecanismo homeostatico
compensatorio de respiracién anaerobia que solo le proporciona 2
moléculas de ATP por cada molécula de glucosa, permitiéndoles
sobrevivir precariamente, sin embargo la célula en anaerobiosis
agota el ATP intracelular en poco tiempo, la membrana se
despolariza y se bloquean tanto la bomba de sodio y potasio
(ATPasa), como la entrada de nuevas moléculas de glucosa, por lo
que la célula no puede por si misma volver a su metabolismo
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aerobico que le proporcione 38 moléculas de ATP por cada molécula
de glucosa.

En condiciones anaerébicas, el acido piravico procedente de la
glucolisis, se reduce a acido lactico ocasionando incremento de los
niveles de lactato, obtencién insuficiente de energia, acidez
intracelular y reduccién en los sistemas amortiguadores a nivel
perivascular y en la sangre. La acidosis resultante interfiere con la
funcién enzimdtica normal, proporciona un ambiente favorable para
la formacion de especies de oxigeno reactivas (O, °-, OH °) y la
subsecuente lipoperoxidacion, que se ve incrementada por la
presencia de hierro, ademas de constituir un mecanismo importante
en la formacion del edema intracelular en las células del sistema
nervioso. La acidosis y la disfuncion tisular coexisten
simultdneamente y si no se corrigen en el corto plazo producen
despolarizacion de la membrana, muerte celular y lesiones
organicas irreversibles.

El proceso isquémico suele estar seguido de una fase de reperfusién
tisular que puede incrementar el dafio en la médula espinal, al
promover el flujo de especies de oxigeno reactivas y otros productos
téxicos que generan procesos autodestructivos y producen déficit
funcional permanente. (Kawata, 1993; Cotran, 1999; Guth, 1999;
Ropper, 2001; Santoscoy, 2003; Martifion, 2006) 4, 5,

Fase de pérdida secundaria de tejido:

Minutos u horas después de la lesién, ocurren alteraciones
bioquimicas como la Ilipoperoxidaciéon y la acumulacién de
neurotransmisores en la lesién y en las zonas vecinas.

La lipoperoxidacién es una reaccion en cadena que proporciona un
suministro continuo de radicales libres, con efectos potencialmente
devastadores para las células del tejido medular, provocando la
fragmentacién y/o modificacién de proteinas, por la oxidacion de las
cadenas de aminoacidos o formando uniones cruzadas entre
proteinas.

La liberacion de grandes cantidades de neurotranmisores (glutamato
y aspartato) propiciada por la lisis celular en un ambiente hipdxico,
conduce a una aguda sobreestimulacién de las neuronas viables,
propiciando una muerte celular por excitotoxicidad. (Faden y cols.
1988; Koyanagi, 1993; Choi, 1996; Toaka, 1998; Doble, 1999;
Schnell, 1999; Murray, 2001; Ropper, 2001; Young, 2002)

Dias después del traumatismo existe una baja capacidad de
regeneracion espontanea de las fibras nerviosas, debido a que
inhibidores de la regeneracién son secretados y al desbalance en la
produccién de diversos factores troficos.

Procesos como la pérdida de la regulaciéon iénica y osmética en
células de la sustancia gris y axones de la sustancia blanca, provocan
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una pérdida de la transmision del impulso nervioso, y favorecen la
aparicion del edema. ( Lei, 1999)5

El incremento del calcio libre a nivel intracelular activa ciertas
proteasas y fosfolipasas, que afectan a la mielina entre otros
elementos celulares, favoreciendo la desmielinizacion.

El incremento acelerado del calcio intracelular, inicia una cascada de
activacion de las proteinas cinasas, alteraciones en el metabolismo y
la produccion de radicales libres, por ejemplo:

- Activan las proteasas de cisteina (Calpaina) danando al
citoesqueleto.

- Activan cinasas dependientes de calcio/calmodulina, y modifican
a los canales idénicos, y a receptores como los NMDA, los
AMPA/kainato y los canales de calcio sensibles al voltaje, quienes
pueden mediar la excitotoxicidad, y contribuyen, incrementando
los procesos neurodegenerativos.

- Activan endonucleasas, provocando la ruptura del DNA.
- Provocan dano a la funcién mitocondrial.

Estos  procesos inician tempranamente la muerte celular. El
mecanismo de muerte neuronal iniciado por las altas
concentraciones del glutamato es tipicamente necrético. (Hagan,
1986; Faden y cols 1988; Volker, 1990; Reynolds, 1995; Choi, 1996;
Cuzzocrea, 2006) 6, 7

La pérdida de regulacion idnica afecta al Magnesio, que es
importante para la sintesis de DNA, proteinas y una gran cantidad de
metabolitos de alta energia. Existe una alteracion en la distribucion
de éste i6n a nivel de la lesion y zonas vecinas, y esto conlleva a un
incremento de los aminoacidos excitatorios, dafiando a las neuronas
con receptores NMDA por un mecanismo de excitotoxicidad

Existe una sobreproducciéon de citocinas, particularmente del factor
de necrosis tumoral alfa (FNT-a), quien propicia la inflamacion, el
edema y la ausencia de una respuesta inmunoldgica reparadora
después de la LTME. Considerado uno de los factores clave en el
proceso autodestructivo que se presenta después del traumatismo
inicial, proceso que puede convertir lesiones incompletas en lesiones
completas. (Hayashi et al., 2000; Kim et al., 2000; Lee et al., 2000).

Al FNT-a se le ha atribuido un papel importante en la
neurodegeneracion secundaria a LTME, estudios previos sugieren
que es deletéreo para la recuperacion funcional. Se han considerado
como elementos negativos su efecto proinflamatorio, su papel activo
en la promocién de apoptosis de neuronas y oligodendrocitos en la
zona de lesion y areas adyacentes y su capacidad para potenciar el
dano excitotdxico. (Kronke et al. 1990; Klusman and Schwab, 1997;
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Streit, 1998; Bethea et al. 1999; Lee et al. 2000; Hayashi et al. 2000;
Kim et al. 2000; Lee et al. 2000; Lee et al. 2000; Hermann et al.
2001; Yune et al. 2003; Cuzzocrea, 2006)

El incremento en el RNAm y las concentraciones del FNT-a se
detecta desde los primeros 30 minutos después de una LTME. El pico
maximo se observa a la hora después de la lesion, e induce una
liberacién inmediata de citocinas, las cuales contribuyen a la succion
de RNAm para citocinas adicionales; la proteina se encuentra
elevada hasta 4.5 veces mas que su nivel basal a 24 horas postlesién.
(Streit, 1998)

La expresién incrementada del FNT-a se ha identificado en neuronas,
células gliales y endoteliales adyacentes al sitio de lesion. Los
receptores p55 y p75 que median el transporte y actividad del FNT-q,
también se sobreproducen desde la primera hora postlesion,
alcanzando su pico maximo 8 y 4 horas respectivamente; se expresan
en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Otras citocinas
proinflamatorias que se expresan mas tarde son la IL-6 (pico
maximo a las 3 horas postlesién) y la IL-1 (Pico maximo a las 6
horas postlesion).

(Yakovlev y Faden 1994; Wang et al.,, 1996; Bartholdi et al. 1997;
Streit et al. 1998; Xu et al. 1998; Hayashi et al. 2000; Lee et al. 2000;
Yan et al. 2001; Pan et al. 2002; Yune et al. 2003; Yan et al. 2003; Pan
et al. 2003)

Después de una LTME la permeabilidad vascular se incrementa en la
zona de lesion por lo que se produce edema y se favorece
inflamacién, eventos que se asocian de manera importante al
fendmeno autodestructivo que sigue al dafo mecéanico inicial
(Orlicek et al. 1999; Earnhardt et al. 2002).

Se sugiere que en animales de experimentacién la reduccién de la
expresion del FNT-a y la concomitante reduccion del infiltrado de
neutroéfilos por la administracién de IL-10, proteina C activada y
PGE;, mejora el resultado funcional de individuos sometidos a LTME.
Existen también reportes de un papel potencialmente benéfico del
FNT-a en la regeneracién tisular que ocurre después de LTME, aln
cuando esta regeneracion es insuficiente para una recuperacion
funcional efectiva. (Schwartz et al. 1991; Lotan et al. 1994; Klusman
and Schwab, 1997; Taoka et al. 1998; Bethea et al. 1999; Scherbel et
al. 1999; Kim et al. 2001; Naruo et al. 2003)

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) esta involucrado
en el agravamiento del dafio secundario después de LTME, funciona
como mitégeno endotelial en angiogenesis y es un potente mediador
de permeabilidad vascular. Existen reportes de que el VEGF esta
involucrado también en la formacién de edema cerebral asociado con
infarto cerebral y neurotrauma. (Senger et al., 1983; Papavassiliou et
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al. 1997; Cobbs et al. 1998; Lennmyr et al. 1998; Skold et al. 2000;
Akiyama et al. 2004)

La revascularizacion de la zona de lesién es un proceso muy eficiente
y rapido. Inicialmente en el epicentro de la lesién se pierden casi
por completo los vasos sanguineos ya sea por ruptura o por
trombosis, luego por accion de la VEGF se va neoformando la
vascularizacion, logrando a los 7 dias después del evento traumatico
una revascularizacién maxima, su numero es igual al testigo normal,
pero los vasos sanguineos presentes son de mayor diametro, éstos
involucionan a 14 dias postlesion, y el tamano de los vasos sanguinea
desciende nuevamente. (Casella et al., 2002).

Fase cronica:

Se presenta unas semanas después del traumatismo, y se manifiesta
como fragmentacién axonal, desmielinizacién, degeneracion
Waleriana (en humanos dura anos), apoptosis de oligodendrocitos y
la formacion de una cicatriz glial. (Faden y cols. 1988; Koyanagi,
1993; Choi, 1996; Toaka, 1998; Doble, 1999; Schnell, 1999; Murray,
2001; Ropper, 2001; Young, 2002; Diaz, 2003)

Morfolégicamente se reconocen 2 tipos de tejido lesionado:

A). El tejido del epicentro o foco de la lesién, en donde se observa
muerte celular, debido a la necrosis y apoptosis.

B). Zona de penumbra (zonas vecinas a la lesion) en donde la
destruccion del parénquima medular, depende de la apoptosis y
atrofia de algunas neuronas distantes al drea de la lesion.

El periodo de latencia es relativamente largo, entre el momento de la
lesién y la aparicién secuencial de eventos antes mencionados, esto
permite diferenciar el daio mecanico primario del dafno propiciado
por los mecanismos secundarios. Lo mas relevante es que la mayor
parte de la destruccion del substrato anatémico necesario para la
recuperacién neuroldgica y el déficit funcional total, es resultado de
los mecanismos secundarios de lesiéon. (Lemke y cols. 1987; Faden,
1988; Hall et al. 1989; Toaka, 1998; Schwartz et al. 2002; Bao et al.
2004) 1, 2,3

Un aspecto a resaltar, es que en la LTME, sin importar la gravedad
de la lesidon, siempre queda un remanente viable de tejido y de
axones. (Kakulas, 1984, Hall, et al 1989)

Tratamiento de la LTME.

Actualmente no se cuenta con un tratamiento neuroprotector
adecuado. El tnico tratamiento aceptado a nivel mundial para LTME
es la aplicacién de una megadosis de Metilprednisolona (30 mg/kg),
ya que aplicada tempranamente permite una recuperacion motora y
sensoria en forma parcial, mejora y mantiene el metabolismo
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energético aerdbico, previene la isquemia postraumatica
manteniendo el flujo tisular, disminuye la formacién del acido lactico
y de los niveles de arginina (substrato necesario para formacién de
acido nitrico), y disminuye las concentraciones extracelulares de
glutamato.

Sin embargo estudios recientes, demuestran que posee poca
efectividad, que implica riesgos de complicaciones potencialmente
graves y bloqueo de mecanismos intrinsecos de reparacion.

Por ello se requiere un tratamiento mas eficiente y seguro, que evite
o disminuya el proceso de lesiéon neuroldgica secundaria, y que
manifieste entre otros parametros, una mejor evolucion clinica y
menor destruccion del parénquima medular después de una LTME.
(Pointillart et al. 2000; Hurlbert, 2001; Guizar-Sahagun et al. 2004)

TALIDOMIDA
Antecedentes

En 1957 la talidomida farmaco derivado del acido glutdmico, fue
introducida al mercado por una compania farmacéutica alemana
Chemie Grunenthal con el nombre de Kevadon,. En 1958 entré al
mercado mundial y se expandid su uso para tratar nauseas asociadas
al embarazo.

En los Estados Unidos de América, el médico francés Kelsey de la
FDA impidié la entrada del medicamento porque observd efectos
como el adormecimiento de los miembros y neuritis periférica.
(Baylor College of Medicine, 2004

Pronto en el resto del mundo se detectaron graves efectos
teratogénicos, propiciados por la talidomida, por lo que en 1961 fue
retirada del mercado. La talidomida fue recetada bajo estos nombres:
Imidan, Varian, Contergan, Gluto Naftil, Softenon, Noctosediv, Entero-
sediv, Entero-Sediv-Suspenso

En 1965, el Dr. Sheskin en forma casual y durante la atencién de un
paciente con eritema nudoso leproso, que padecia de los
caracteristicos nddulos dolorosos en la piel y quien no podia conciliar el
suefio por esta razén, decidié administrarle talidomida como sedante.
El resultado fue sorprendente, luego de algunos dias de administracion
el paciente descansd bien y los nédulos que tenia el enfermo
desaparecieron, asi como la hipertermia y mientras se le administrd la
talidomida los nédulos no reaparecieron. Esta observaciéon casual hizo
gue la indicacidn se generalizara y miles de pacientes leprosos fueron
medicados con esta droga. El efecto de la talidomida en el eritema
nudoso de la lepra fue efectiva en el 90 % de los casos, hecho que fue
confirmado en 1976 porla WHO.
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Esta observacion llevo a los investigadores a identificar otras
propiedades de la talidomida, por las que fue reintroducido éste
farmaco en la terapéutica mundial. (Baylor College of Medicine,
2004)

En 1965, investigadores llamaron la atencidon sobre los efectos de la
talidomida en el cancer avanzado, con relativo éxito en un paciente.
Otros investigadores determinaron la eficacia de la talidomida en el
tratamiento de tulceras maultiples en la boca, es6fago, genitales y ano
que forman parte del complejo de la enfermedad de Behcet y en las
infecciones por HIV9/10 con cultivos negativos para el virus del
herpes y los hongos.

También la talidomida demostré tener algunos efectos beneficiosos
en la enfermedad croénica del injerto versus huésped, aunque sin
ninguan efecto sobre el rechazo del injerto; ademas se comunicaron
efectos positivos en afecciones dermatoldgicas como el prurigo
nodularis, el prurigo actinico, el eritema multiforme, el pioderma
gangrenoso y otras afecciones generales como el lupus discoide
eritematoso, la artritis reumatoide. En la enfermedad de Still, el
sarcoma de Kaposi, la colitis ulcerosa y la neuralgia postherpética
hubo resultados benéficos derivados de la respuesta a la talidomida.

En 1999 un estudio efectuado sobre 84 pacientes con mieloma
multiple refractarios al tratamiento quimioterapéutico mostro
remisiones completas en dos casos, 10 % de remision casi completa y
en el 32 % una respuesta con disminucién del 25 por ciento del nivel
de paraproteina en el suero y de la cantidad de proteina de Bence
Jones en orina. Estas respuestas fueron asociadas a una disminucién
del porcentaje de células plasmaticas en médula 6sea que indicaron
una reduccion de la masa tumoral. Solamente un 55 % de los
pacientes pudieron recibir la dosis méaxima (800 mg diarios)
estimada para el estudio, debido a la toxicidad evidenciada durante
su administraciéon. (Grosshans y Illy, 1984; Stirling, 1988; Ordi-Ros et
al. 1988; Tseng et al. 1996)

Es importante senalar que se necesitan en todas las situaciones
estudios mas prolongados y profundos, porque se han observado
efectos colaterales, especialmente la apariciéon de una neuropatia
axonal.

Estructura quimica.
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Figura 1. La molécula de talidomida consiste en 2 anillos amino uno
es Phtalimida y el otro es glutarimida. La configuracion de la
talidomida consiste de 2 isomeros 6pticos: isomero —-R e isomero-S,
estos al combinarse tienen una apariencia molecular como imagen
de espejo con idénticas propiedades quimicas. El isomero-S es
responsable de la teratogenicidad de la talidomida.

Férmula: Ci3H10N204; peso molecular: 258.23; Identificador quimico
internacional de IUPAC: InChI=1/C13H10N204/c16-10-6-5-9(11(17)14-
10)15-12(18)7-3-1-2-4-8(7)13(15)19/h1-4,9H,5-6H2, (H,14,16,17).
Propiedades fisicas: blanca, inodora, y de compuesto cristalino.
(Thomas and Ducros, 1993; Mujagic, and Chabner, 2002)

Efectos de la talidomida

Aunque se desconoce su mecanismo exacto de accién, se ha
determinado en varias investigaciones lo siguiente:

A). Propiedad antiinflamatoria.

¢ Promueve la inhibicién de quimiotaxis, y la inhibiciéon de la
capacidad fagocitica de neutrofilos y macroéfagos.

» Actua sobre las células fagociticas y endoteliales pero no
sobre los linfocitos T.

¢ Promueve la disminucion de la formacion de edema en la
escision experimental de nervio isquidtico en ratas
(Schroder and Sellhaus, et al. 1995)

« Inhibe la sintesis de citocinas por los monocitos,
especialmente el factor de necrosis tumoral alfa (TNF«a),
interferon gamma, la IL-6 y la IL-1B. (Moreira and Sampaio,
1993;Tseng et al., 1996; Corral et al. 1999; Verbon and
Jufferman, 2000; Radomsky y Levine, 2001; _Calabrese y

Fleischer, 2000; Federman y Federman, 2000; Marriott et
al. 2002; Majumdar et al. 2002; Kim and Kim, 2003; Greig
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and Giordano, 2004; Kiaei and Petri, 2006; Bosch and
Sanchez, 2008).

Su efecto en FNT-a es mediado por la degradacién de su
RNAm, el cual no es completamente eliminado, pero su vida
media es reducida de 30 a 17 minutos. (Corral et al. 1999;
Calabrese y Fleischer, 2000; Federman y Federman, 2000;
Radomsky y Levine, 2001)

Favorece la produccién de citocinas Th2 incluyendo IL-4, IL-
5 e IL-10.No altera la produccién de IL-1 e IL-6. (McHugh et
al., 1995; Tseng et al., 1996; George et al., 2000; Calabrese
y Fleischer, 2000; George et al., 2000; Radomsky y Levine,
2001; Mujagic, and Chabner, 2002).

Estudios llevaron al descubrimiento de dos sustancias
andlogas de la talidomida, que son los inhibidores de la
fosfodiesterasa-4 que inhibe la produccién del FNTa pero
con pequenio efecto sobre la activacién de las células T, y
otra que no inhibe la fosfodiesterasa pero estimula
fuertemente a las células T y la secrecién de interferon-g y
la interleuquina-2. (Du et al., 2004; Zhang et al., 2005).

B). Propiedad inmunomoduladora, no inmunosupresora.

Altera la expresion fenotipica de los leucocitos (in vivo)
Tiene capacidad para modificar el fenotipo de las células T
ayudadoras de Thl (patréon proinflamatorio) a Th2 (patréon
antinflamatorio) en base al tipo de citocinas que producen.
(Oliver et al., 2000).

Funciona como coestimulador de células T, incluyendo
capacidad para estimular la respuesta antiviral y
citotoxicidad de células T CD8. ( Corral et al. 1999; Dredge
et al., 2002; Mujagic, and Chabner, 2002; Haslett et al. 2003;
; Kim and Kim, 2003; Schafer and Gandhi, 2003; Kiaei and
Petri, 2006, Aragon-Ching et al. 2007; Bosch and Séanchez,
2008).

C). Propiedad antiangiogénica.

Tiene capacidad para inhibir la produccion del factor de

crecimiento endotelio vascular (FCEV) y la inhibicién del factor
de crecimiento de los fibroblastos (FCF) que normalmente
estimulan la angiogénesis. (Yabu, and Tomimoto, 2005; Aragon-
Ching et al. 2007)

Induce la adhesividad en las vénulas postcapilares por los

lipopolisacaridos (Mujagic, and Chabner, 2002)
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D). Reduce la fase de isquemia y los dafios derivados del sindrome de
reperfusion, mediante la inhibicién de la sintesis FNTa en la Lesién
traumatica de médula espinal en conejos (Lee et al. 2007)

E). Propiedad antitumoral:
 En ratones por la propiedad de inhibir la angiogénesis (Ruddy
and Majumdar, 2002; Yabu, and Tomimoto, 2005)
e Analogos de la talidomida inducen la apoptosis de las células
tumorales (Aragon-Ching et al. 2007)
« En tumores prostaticos, rectales y pancreaticos de humanos
(Marriott et al. 2003; Aragon-Ching et al. 2007)

F). Efectos antifibroéticos:
« Observados en la fibrosis hepatica experimental en ratas, por
la propiedad de inhibir a el FNT y de HSC-T6 (Chong and Hsu,
2006).

Efectos secundarios adversos.

Es teratégena, una sola dosis en una mujer embarazada entre los
20 y 40 dias de gestacion, producen graves malformaciones al feto.
La malformacion mdas conocida es la ausencia de la mayor parte del
brazo o de la pierna y la presencia de manitas en forma de aleta
(focomelia).

Las deformidades en bebés afectados en el pasado, ocurrian con
mayor frecuencia en ambos lados y a menudo tenian deformidades
tanto en los brazos como en las piernas. En los casos mas graves, los
bebés carecieron por completo de miembros. Ademas se
manifestaron deformidades en ojos, orejas, corazdén, genitales,
rinones y tracto digestivo (labios y la boca).

La talidomida puede provocar dafos nervioso grave (neuropatia
periférica) que puede resultar irreversible, después de que el paciente
deje de tomar talidomida. Los sintomas incluyen sensaciéon de
guemazén, adormecimiento u hormigueo de los brazos, manos, piernas
o pies. Otros efectos adversos pueden ser somnolencia y disminucion
de la capacidad para pensar con claridad. La talidomida puede
interferir con la capacidad de conduccién o el manejo de méaquinas.
También se detectd con menor frecuencia incremento de la sensibilidad
de la piel a la luz solar, mareos, incoordinacién, depresién respiratoria,
disminucién de la presiéon arterial y disminuciéon de la frecuencia
cardiaca, erupciones cutaneas, constipacion, fiebre y tromboembolias.
(Stirling, 1988; Tseng et al., 1996; Radomsky vy lLevine, 2001;
Matthews et al., 2003)

Indicaciones
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enfermedad de Behcet ( tipo vasculitis sistémica) (Rustin,
1990; Thomas and Ducros, 1993, Perri III, 2004)

eritema nodoso leproso (Tseng, 1996; Teo, 1999; Perri III,
2004; Yasui and Kobayashi, 2005)

estomatitis aftosa (Tseng, 1996 ; Calabrese y Fleischer, 2000)
Liquen plano (Dereure, 1996; Perri III, 2004; )

sarcoma de kaposi (Gagnon, 1998)

mieloma multiple (Calabrese, 2000; Teo 2001; Yabu, and
Tomimoto, 2005; Aragon-Ching et al. 2007; Kastritis and
Dimopoulos, 2007). En combinacién con dexametazona (Yuan
and Hou, 2007) Con analogos: Lenalidomida y CC-4047
(Thomas and Richards, 2007; Kumar and Rajkumar, 2007;
Bosch and Sanchez, 2008)

cancer de rindn, higado y tiroides (Calabrese, 2000)
tratamiento de ulceras aftosas (Tseng, 1996; Gagnon, 1998;
Calabrese 2000; Perri III, 2004)

lupus eritematoso sistémico (Walchhner, 2000)

Hypoderma gangrenoso (Federman y Federman, 2000)
enfermedad de injerto contra huésped crdonica (Van de Poel,
2001)

histiocitosis de células de Langer hands adultas (Mortazavi,
2002)

Sarcoidosis (Perri, 2003)

algunas enfermedades neurodegenerativas crénicas (Greig
and Giordano, 2004)

algunas manifestaciones de SIDA como caquexia, ulceras
aftosas y sarcoma de

Kaposi (Gagnon y Bruera, 1998; Guckian, 2000; Verbon, 2000;
Krown, 2001; Aweeka and Trapnell, 2001; Bosch and Sanchez,
2008)

tratamiento de ulceras en boca y faringe, y ganancia de peso
en el SIDA (Perri,

2003; Franks, 2004)

Cancer de la médula 6sea (Perri, 2003; Franks, 2004)
neoplasias cerebrales primarias (Perri, 2003; Franks, 2004)
artritis reumatoide

infiltracion linfocitica de la piel de Jessner

enfermedad inflamatoria intestinal (enf. de Crohn)

sindrome de Sjogren

cancer de higado y tiroides (Calabrese y Fleischer, 2000;
Joglekar y Levin

2004).

enfermedades neurodegenerativas crénicas (Greig et al.,
2004).

Melanoma con andlogos de la talidomida: Lenalidomide
(Aragon-Ching et al. 2007)
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tumores prostaticos, rectales y pancreaticos de humanos
(Marriott et al. 2003; Aragon-Ching et al. 2007; Raia and
Bertolini, 2007 )

Prurigo actinico (Thomas and Ducros, 1993)

Hydroa vacciniforme

Sarco idosis

Enf. de las crioaglutininas

Eritema multiforme

Enf. de Jessner-Karof

Leishmaniasis cutanea

Pioderma gangrenoso

Enf. de Weber-Christian

Neuralgia postherpética (Thomas and Ducros, 1993)
Mielodisplasia (Aragon-Ching et al. 2007)

Experimentalmente se ha usado en ratas para:

inhibicién de varios eventos de degeneracion Valeriana
(Schroder, 1995)

prevencion de retinopatia diabética (Bosco, 2003)

prevencion de dano hepatico por lipopolisacaridos (Enomoto,
2003)

prevencion de cirrosis por tetracloruro de carbono (Muriel,
2003)

disminucion de hiperplasia en lesion arterial (Park, 2004)
inhibicion de pérdida d0sea en periodontitis (Lima, 2004)
Farmacodinamia (Huang, 2005)

Presentacion comercial.

Es actualmente vendida como Thaldomid por Celgene Corp. of
Warren, N.Y. Envasada en capsulas de 50, 100 y 200 mg para via
oral. Se almacena a temperatura ambiente, lejos de humedad y calor
excesivos. Autorizada por la FDA (Foods and Droug Administration)
en 1998. El Dr. Frances Kelsey fue pieza clave para ello.

Figura 2. Presentaciones de talidomida en E.U.A. y México
(respectivamente).
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Otra presentacidon es Talizer tabletas de 100 mg. Laboratorios
Serral. Para via oral y de venta en México. (Mujagic, and Chabner,
2002)

En poco tiempo se contara con analogos de la droga que disminuyan
al minimo los temidos efectos teratdogenos: EM8, CC-4047, CPS49,
CG3033 y Lenalidomida (CC-5013).

La FDA a través de su programa regulatorio limita la prescripcion,
distribucion y uso de la droga, el programa por medio del Sistema
para la Educacion, Prescripciéon y Seguridad de la talidomida
requiere del registro del profesional médico y del paciente para la
obligatoriedad del cumplimiento de las estrictas medidas
anticonceptivas para hombres y mujeres en tratamiento con la
talidomida.

Posologia y Farmacocinética.

La N-phthaloylglutamimide fue sintetizada en 1954 por el Dr.
Wilhem Kunz en los laboratorios Chemie Grunenthal de Alemania
durante un programa de desarrollo de drogas antihistaminicas para
el tratamiento de las alergias pero fue encontrada de poca actividad
en ese campo, pero en cambio se determind su efecto hipnotico.
Cuatro anos mas tarde fue autorizada su venta en Alemania, Canada
e Inglaterra para aplicarla como sedante, con el "reconocimiento" de
que dosis de 10.000 mg por kg., era inocua para la vida de las ratas
en el laboratoriol, de hecho nunca fue determinada su dosis
letal. (Teo et al. 1999)

En humanos se administran dosis desde 50 mg/ kg. Hasta 800
mg./kg. En adultos no existe toxicidad aguda, una sobredosis fatal es
virtualmente imposible (Teo, 2001; Radomsky y Levine, 2001;
Mujagic, and Chabner, 2002)

La absorciéon de la talidomida en el tracto gastrointestinal es lenta
(se absorbe el 90%), se alcanzan concentraciones plasmaticas
maximas después de 2.9 a 5.7 horas después de su administracion
oral. Los alimentos no afectan su absorcién. Se distribuye
ampliamente a través de liquidos y tejidos corporales y cruza
facilmente la barrera hematoencefalica. (Stirling, 1988; Radomsky v
Levine, 2001; Majumdar et al. 2002; Bosch and Sanchez, 2008)

La mayor parte de la droga se metaboliza por vias no enzimaticas,
por hidrélisis espontédnea en tejidos y sangre. Una minima cantidad
se metaboliza en higado por el sistema del citocromo P450 (Tseng et
al. 1996; Stirling, 1988; Radomsky y Levine, 2001; Teo et al. 2004).
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El tiempo medio de eliminacién es de 5 a 7 horas y no lo hace por via
renal; en orina se encuentra menos del 1 % de la droga. Los
enantiémeros R- y S- de talidomida se interconvierten en plasma y se
unen a proteinas 55% y 65%, respectivamente. (Tseng et al. 1996).

Su aplicacion intravenosa en humanos es bien tolerada, la dilucion
en glucosa al 5 % resulta estable para los enantiomeros R- y S- por al
menos 2 semanas a temperatura ambiente (Eriksson et al. 2000).

Se ha aplicado por via intravenosa en ratones, conejos y ratas. Se
detectaron diferencias farmacocinéticas interespecie relacionadas a
diferencias en el metabolismo.

Un estudio de biodisponibilidad de talidomida administrada IV en
ratas, sugiere que existe un equilibrio e intercambio rapido del
compuesto entre sangre y cerebro, ademas que se excreta por via
hepatobiliar. (Chung et al. 2004; Huang et al., 2005)

Frecuenci | Vi | Dosis Aplicacion Referencia
a a
Dosis IP |20 mg/kg Reduccién de la|Lee et al,
Unica, 24 y lesién por | 2007
48 hrs isquemia/reperfusion
en la LTME
Dosis tnica | i.v. | 5 mg/kg Farmacodinamia Huang et al.,
2005
3 dias | or | 100 Inhibicion hiperplasia | Park et al,,
antes y 2|al |mg/kg/d en lesion arterial 2004
después
11 dias or |5, 15, 45 o | Inhibicién de pérdida | Lima et al.,
al | 90 mg/kg/d | 6sea en periodontitis | 2004
3 meses or | 200 Prevencion de | Bosco et al,,
al | mg/kg/d retinopatia diabética | 2003
Dosis tnica | or |5 mg/kg Prevencion de dafio|Enomoto et
al hepético por | al., 2003
lipopolisacaridos
8 semanas |or | 200 Prevencion de | Muriel et al,,
al | mg/kg/12h | cirrosis por | 2003
tetracloruro de
carbono
10 - 15|or |250 Inhibicién varios | Schroder et
dias al | mg/kg/12h | eventos en | al., 1995
degeneracién
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| ] | Walleriana |

Tabla 1. Dosis de talidomida. En ratas y conejos se han probado
diferentes dosis y vias en diferentes modelos experimentales.
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JUSTIFICACION

No existen estudios que hayan evaluado el efecto de la talidomida en
el curso de una Lesion Traumatica de Médula Espinal.

Su capacidad para inhibir la produccién de FNT-a, disminuir la
respuesta inflamatoria aguda, controlar la permeabilidad vascular (al
disminuir la produccién de VEGF) y cambiar el fenotipo de células Thl a
Th2, nos sugiere que la talidomida puede contribuir de manera
importante a la disminuciéon del dafio secundario que se presenta
después de una LTME y en consecuencia funcionar como un
neuroprotector efectivo.

OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto de la administraciéon de la talidomida en la evolucién
de la Lesiéon Traumatica de la Médula Espind en ratas Long-Evans.

Objetivos Particulares

Determinar en médula espinal lesionada el efecto de la talidomida a
dosis Unica temprana, dosis tardia y dosis repetidas sobre:

Contenido de agua

Inflamacion aguda

Evaluacién funcional

Evaluacion de tejido medular preservado

HIPOTESIS

La administracién intraperitoneal de talidomida a ratas sometidas a
Lesion Traumatica de la Médula Espinal disminuird el edema e infiltrado
inflamatorio agudo en la zona de lesidén, disminuira la presencia de
mieloperoxidasa y favorecerd la preservaciéon de tejido medular,
manifestandose en mejor evolucién funcional.

Los resultados con dosis repetidas seran superiores a dosis Unicas y de
éstas sera superior la temprana al compararla con la tardia.
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MATERIAL Y METODOS.
Material bioldgico.

Se utilizaron ratas de la cepa Long-Evans adultas, de 14 a 15 semanas
de edad, de 240 a 260 g de peso corporal, hembras, sanas y sin haber
sido sometidas a ningln experimento previo.

La asignaciéon de animales a los grupos de tratamiento en cada fase
del experimento, se realizdé en forma aleatoria.

Figura 3. Ratas de la cepa Long-Evans. Se utilizaron el menor niumero
posible de animales y se evitd el sufrimiento innecesario.

Para la realizacién de esta investigacion se tomaron en cuenta los
lineamientos éticos y legales establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud, en materia de Investigaciones para la Salud (Titulo
Séptimo: de la investigacidn que incluya la utilizacion de animales en
experimentacion).

Procedimiento quirurgico y lesion demédula espinal.

La rata fue anestesiada con una mezcla de Ketamina 80 mg/Kg y
Xylazina 8 mg/Kg, la aplicacién fue intramuscular (biceps femoral) en el
miembro pélvico en todas las fases, excepto en las ratas de la fase de
Evaluacién Funcional, en las que se aplicdé en el musculo triceps
braquial en el miembro toracico, para no afectar la evaluacion
funcional BBB de los miembros pélvicos.

Anestesiada la rata, mediante técnica estéril se realizd una
laminectomia a nivel T-9 que permitié visualizar la porcion dorsal de la
médula espinal con las meninges intactas.

Después el animal anestesiado se colocé y fijo de las apdfisis espinosas
cercanas a la laminectomia, en el impactador disefado por la
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Universidad de New York y se produjo una contusién dejando caer el
pistdn de punta roma, desde una altura de 25 mm sobre la médula
expuesta con las meninges integras. No se aceptaron errores
superiores al 3% en altura y velocidad.

Finalmente, el cierre quirdrgico se realizé6 suturando la herida
quirdrgica por planos con sutura de Nylon de 3-0.

Este procedimiento no fue realizado en las ratas Naive que fungieron
como testigos de normalidad.

Alojamiento y manejo médico.

Los animales lesionados se alojaron en jaulas individuales de acrilico,
con aserrin estéril (3 cm. de altura), en un ambiente con temperaturay
humedad controladas, en el bioterio de Proyecto Camina A.C.

Se les ofrecié agua filtrada y alimento a demanda. Se manejaron 2
veces al dia el intestino y la vejiga urinaria neurogénicos, con
expresiéon manual, hasta la recuperacion del automatismo
(aproximadamente 2 semanas después de la lesién), se supervisé la
herida quirdrgica y limpieza del pelaje, diariamente. A los 10 dias
fueron retirados los puntos de sutura.

Aguellos animales lesionados que vivieron 7 semanas postlesion,
recibieron enrofloxacina por via oral, durante 8 dias postlesion vy
paracetamol por via oral durante 3 dias postlesion, a dosis
recomendadas, para evitar dolor, autofagia e infecciones. También se
les aplico fisioterapia de movimiento (de bajo impacto), en los
miembros pélvicos con riesgos de anquilosis.

La dosis de talidomida para cada rata, se prepard disolviendo 25 mg.
de talidomida en polvo en 3 ml de solucién salina fisiolégica dentro de
un Eppendorfy se administré por via intraperitoneal, previo rasurado y
embrocado de la pared abdominal.

Eutanasia.

La rata fue anestesiada mediante la aplicacién de pentobarbital sédico
inyectable, a una dosis de 60 mg/Kg por via intraperitoneal (IP).
Después de 5 minutos, se administré via IP 1 ml de heparina
inyectable. Se colocé a la rata anestesiada en decubito dorsal sobre
una rejilla, y fue fijada a la misma de las extremidades toracicas y
pélvicas con ligas.

Se realizé una incision por linea media en abdomen craneal, plano
cutaneo y muscular, se ingreso a la cavidad abdominal. Se visualizé el
apéndice Xifoides, se fijé y traccion6 de suave, hasta lograr tensar al
musculo diafragma, posteriormente se puncioné hasta llegar a la
cavidad toracica, se realizé toracotomia esternal. Se retir6 el pericardio

20



Efecto de la Talidomida en la Evolucion de la Lesion Traumdtica Médula Espinal

y se realizé el corte del vértice del corazén (2mm.), se introdujo un
catéter metdlico # 23 por la ventana cardiaca hacia el ventriculo
izquierdo, hasta llegar al seno adrtico y al nacimiento de la arteria
aorta; se fijo el catéter por pinzamiento, y se conectd el catéter a una
bomba peristaltica, que bombedé 100 ml Solucién Salina Fisioldgica
(SSF) a una velocidad de 10ml. /20 seg. (30ml. /min.), finalmente se
realizd auriculotomia derecha para permitir el desangrado.

Figuras 4 y 5. Eutanasia y perfusion intracardiaca de la rata. El
animal anestesiado fue colocado en una rejilla de acero, los miembros
toracicos fueron fijados por medio de ligas.

Se mantuvo anestesiado al animal durante el proceso de desangrado.
Una vez terminada esta fase se perfundié6 con 500 ml. de formol
amortiguado, se alined la cabeza, tronco y cola durante el proceso,
para indurar al animal de forma correcta.

Después se realiz6 una laminectomia toracica y Ilumbar, y se
extrajeron 3.5 cm de la médula espinal con meninges (la lesién al
centro), se marcd con tinta china la porcién caudal del érgano y se
empapelé la médula extraida (para mantener su forma) y se guardd en
formol amortiguado, en un frasco etiquetado.

Figura 6. Frascos con tejido medular extraido. La médula se
empapelé para mantener su forma dentro de los frascos con formol
amortiguado.

En la fase de evaluacién del contenido de agua (edema), se requirio la
decapitacién de la rata, y la aplicacién de la técnica de obtencién
rapida del segmento medular de 3 cm, para evitar modificaciones en el
contenido de agua de la médula espinal en estudio, la muestra fue
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inmediatamente pesada en la balanza analitica, para después ser
llevada dentro de un Ependorf a un homo.

En la fase de inflamacién aguda, para las pruebas de determinacion de
Mieloperoxidasa (MPQO) y determinacién proteinas totales se requirio
Unicamente perfundir a las ratas con 200 ml. SS helada (Taoka et al.,
1998), y la aplicacién de la técnica de obtencidon rapida del segmento
medular de 2.5 cm. La muestra se llevé inmediatamente a una charola
de aluminio colocada sobre hielo seco (a una temperatura de -40 ° C),
dentro de la camara de congelacion del criostato.

Diseno experimental.
Las evaluaciones que se realizaron fueron:

+ Contenido de agua

« Inflamacién aguda

« Evaluacién funcional

« Evaluacién de tejido medular preservado

Contenido de agua:

GRUP | TRATAMIENTO RANGO DE APLICACION
[0)
1 talidomida dosis tunica | 100 mg/kg 10 min. postlesion IP
temprana
2 talidomida dosis tunica | 100 mg/kg 4 hrs. Postlesién IP
tardia
3 vehiculo 3 ml. SS, 10 minutos postlesién
IP
4 Naive Sin tratamiento

Se evalud a las 24 horas postlesion la magnitud del edema en la
médula espinal en ratas de todos los grupos (n = 4).

Para determinar el contenido de agua se sacrific6 a las ratas por
decapitacién e inmediatamente se obtuvo el segmento toracico de
médula espinal de 3 cm. (La lesidon al centro: segmento T9). En las
ratas intactas se obtuvo el segmento con dimensiones idénticas con el
segmento T9 al centro.

Se peso el tejido medular inmediatamente después de ser extraido
(peso humedo), se colocé dentro de un Eppendorf y después de
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secarse en un horno a 57 ° C durante 6 horas, se pesé nuevamente
(peso seco).

El calculo del contenido de agua, se determiné de la siguiente forma:
Contenido de agua = peso humedo - peso seco

Los valores obtenidos se analizaron utilizando una prueba de ANOVA de

una via seguida por la prueba de Tukey para identificar los grupos que

pudieran estar dando diferencias, se considerd significativa una

P<0.05.

Inflamacidén aguda:

GRUP | TRATAMIENTO RANGO DE APLICACION
[0)
1 talidomida dosis tnica | 100 mg/kg 10 min. postlesion IP
temprana
2 talidomida dosis Ttnica | 100 mg/kg 4 hrs. Postlesion IP
tardia
3 Vehiculo 3 ml. SS, 10 minutos postlesién
IP
4 Naive Sin tratamiento

Se evaluaron 24 horas postlesion en ratas de todos los grupos (n = 4),

midiendo:

A). La actividad de MPO en el tejido medular, como un indicador de la

acumulacion de neutréfilos en la zona lesionada y en las zonas
craneal y caudal vecinas a la lesién.
Para ello, se perfundié a las ratas anestesiadas con 200 ml. SS
helada (Taoka et al., 1998) hasta completar el desangrado, después
se aplicé la técnica de obtencién rapida del segmento medular de
2.5 cm., y la muestra se llevé inmediatamente dentro de la camara
de congelacion del criostato, sobre una charola de aluminio
colocada sobre hielo seco (a una temperaturade -40 ° C).

Posteriormente se procedié a la medicién y corte de los segmentos
medulares:

e Craneal ala lesion
« Lesidon o epicentro
 Caudal ala lesidn

(Cada segmento midio 0.5 cm. de longitud).

Cada segmento fue pesado en la balanza analitica, y se calculé 5
veces su volumen; la muestra fue almacenada dentro de un
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Eppendorf etiquetado y se agregaron 5 volimenes de amortiguador
de fosfato de potasio, y 0.5% de detergente de cloruro de hexadecil
trimetil amonio (Koji et al., 2000).

Después los segmentos fueron homogeneizados y almacenados
dentro de la camara de congelacién del criostato a - 20 ° C.

Los segmentos homogeneizados, fueron centrifugados después a 8,
944 x g (10~ 700,000) a 0° C.

Se tomaron alicuotas de 50 uL del sobrenadante de cada Eppendorf
y fueron transportadas en un termo con hielo seco a -30 ° C, hasta
el Instituto Nacional de Rehabilitacién, en donde las muestras fueron
congeladasa-70 ° C.

Se cumplieron 3 ciclos de congelaciéon-descongelaciéon durante el
proceso.

Se realizd en el espectrofotometro una curva de calibracién de la
enzima peroxidasa (curva de referencia) y se leyé a una longitud de
onda de 460 nm., en intervalos de 1 minuto, durante 25 minutos. En
cubetas de 1 cm. de grosor (paso de luz) a temperatura ambiente

Se prepararon:

Reactivo 1.

Soluciéon de reaccion: 2.9 mL contienen: 50 mM de fosfato de sodio,
0.53 mM de dihidrocloruro de o- dianisidina y 0.15 mM de peréxido
de hidrégeno (se mantuvo refrigeradoa 3 °C)

Reactivo 2.

Enzima de la peroxidasa de 5U/100 mL de amortiguador de fosfato
de potasio y amonio 0.5% de detergente de cloruro de hexadecil
trimetil. (Alicuotas de 5 uL y congelado a -20 ° C)

Reactivo 3.
Amortiguador de fosfato de potasio, y 0.5% de detergente (cloruro
de hexadecil trimetil amonio)

La curva de calibracién se realiz6, empleando el reactivo 2, para
dilucién seriada de 5 puntos con concentraciones de 5, 2.5, 1.25,
0.625 y 0.312 U de la enzima peroxidasa/5 microlitros. (las
concentraciones fueron puntos de la curva seriada)

Colocando en una gradilla 5 Eppendorf numerados del 1 al 5; en el
Eppendorf 1 se colocaron 10 microlitros del reactivo 2 y en los 5
Eppendorf se colocaron 5 microlitros del reactivo 3. Luego se
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pasaron del tubo 1 al tubo 2, 5 microlitros mezclando bien, del 2 al 3
otros 5 microlitros, y asi sucesivamente hasta terminar los tubos.

Después en 5 celdillas a temperatura ambiente (cubetas) se
colocaron 500 microlitros del reactivo 1 en cada una de ellas, y se
agregan 5 microlitros de cada una de las diluciones, se mezclaron
bien y leyeron inmediatamente en el espectrofotémetro.

Figura 7. Colorimetria. La reaccidn inicia cuando la enzima se oxida
con el peréxido de hidrogeno, después el sustrato se une a la MPO
oxidada y conforma una estructura estable. Entonces la solucién va
intensificando de color, y la reacciéon colorimétrica es proporcional
en cada celdilla, siendo deteminada por la absorbenda.
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Figura 8. Curva de calibracion de la actividad de MPO

Para las alicuotas obtenidas de los animales, se aplicé en cada
celdilla 500 microlitros del reactivo 1 y 5 microlitros de la muestra
problema, se mezclaron muy bien se leyeron a una longitud de
onda de 460 nm., en intervalos de 1 minuto, durante 25 minutos, a
temperatura ambiente.

Las absorbencias de las muestras problema se extrapolaron a la
curva de calibracién para determinar las U/microlitro.

Los resultados se expresaron en unidades por gramo de tejido
medular. La actividad se calcula en base a una curva estandar
preparada con mieloperoxidasa purificada (Taoka et al., 1998).

B). Se determiné la cantidad de proteinas totales en el tejido medular
en la zona lesionada y en las zonas craneal y caudal més préximas
a la lesion. Empleando las mismas alicuotas obtenidas para la
determinacion de MPO, se realizo una curva de calibracién (de
referencia) en el espectrofotémetro con albdmina bovina (100 mg.
/mL., el método empleado fue de Lowry de alta sensibilidad.

# | uL de PBS (amortiguador) uL del estdndar de albumina
tubo bovina
0 50 0
2 48 2
3 46 4
4 44 6
5 42 8
6 40 10

En todas estas celdillas se colocé 50 puL y se conformé la solucién A
y a cada tubo se le agregd 400 pyL de una soluciéon de reaccién
colorimétrica. Y se mezclaron muy bien, se reposaron 15 minutos y
se leyeron a una longitud de onda de 750 nm., y se determinaron en
ng. de proteina/ mL

Se realizd el mismo procedimiento con las alicuotas de las muestras
problema, obteniendo 7 uL de la alicuota, agregando 43 uL del PBS
y finalmente agregando 400 uL de la solucién de reaccion, se
reposaron 15 minutos y se leyeron a una longitud de onda de 750
nm., y se determinaron en ng. de proteina/ mL

C). Se cuantificd la cantidad de polimorfonucleares en el tejido
medular, en regiones del epicentro, craneal y caudal. Las
evaluaciones se realizaron en cortes histoldgicos transversales de
médula espinal de 8 micras, y tedidos con la técnica de
hematoxilina de Harris.
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\

Rata #9.Fase inflamacién aguda (24 hrs postlesién).

Trat.: Talidomida 4 hrs. Corte #1 (epicentro),porcién hacia cabeza.
A:4x

Figuras 9 y 10. Fotografia digital de corte histolégico de medula
espinal lesionada tratada con talidomida 4 horas (4x). Epicentro (X) y
100 X (X). Una camara digital fue colocada en el orificio triocular del
microscopio y se conectd a una computadora personal, y se fotografié
el material en 4 X para definir areas necrético-hemorragicas y 100 X
(0.02 mm) para conteo de polimorfonucleares.

Se promedié la cantidad de neutréfilos en 10 campos 100 X
consecutivos de las zonas necrético-hemorragicas de la region
craneal del epicentro y caudal del epicentro (designados de forma
aleatoria), y después se determiné la cantidad de éstas células
inflamatorias a una distancia de 5 mm. en las regiones craneal y
caudal al epicentro, debido a que en estas ultimas regiones existia
poco o nulo tejido necrético, se evalud todo el tejido medular y en
el espacio subaramoideo.

Figura 11. Fotografia digital de corte histolégico de medula espinal
lesionada tratada con Solucion Salina 10 minutos postlesiéon 5 mm
craneal al epicentro en donde se aprecia un polimorfonuclear en el
espacio subaracnoideo

Los resultados de la determinaciéon de MPO se analizaron mediante

ANOVA de medidas repetidas, también seguida por la prueba de
Tukey. Se considera significativa una p < 0.05.
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Los valores obtenidos en las pruebas de cuantificacion de
polimorfonucleares y determinacién de proteinas totales, se
analizaron utilizando una prueba de ANOVA de una via seguida por
la prueba de Tukey para identificar los grupos que pudieran estar
dando diferencias, se considerd significativa una P<0.05.

Evaluacion Funcional:

GRUP | TRATAMIENTO RANGO Y FRECUENCIA DE
(0) APLICACION
1 talidomida dosis tunica | (100 mg/kg 10 min. postlesion)
temprana IP
2 talidomida dosis tnica | (100 mg/kg 4 hrs. postlesién) IP
tardia
3 talidomida dosis tunica | (100 mg/kg 24 hrs. Postlesion) IP
tardia
4 talidomida dosis | (100 mg/kg/dia por 5 dias,
repetidas iniciando 10 min. postlesion) IP
5 talidomida dosis | (100 mg/kg/dia por b5 dias,
repetidas iniciando 4 hrs. postlesion) IP
6 talidomida dosis | (100 mg/kg/dia por 5 dias,
repetidas iniciando 24 hrs. postlesiéon) IP
7 vehiculo (SS-1) (3 ml SSE 10 minutos
postlesion) IP
8 vehiculo (SS-2) (3 ml. SSF 10 minutos
postlesion) IP

Se evaluaron 7 semanas postlesion en ratas de todos los grupos (n =
8)

Para la evaluaciéon de la funcion motora se utiliz6 la prueba de
habilidad locomotora a campo abierto (escala BBB) que evalla el
desempeno motor de las extremidades posteriores desde grado O
(pardlisis flacida total) hasta grado 21 (marcha normal). (Basso, Beattie
y Bresnahan, 1996).

La evaluacion BBB se realizé cada 7 dias desde el segundo dia
postlesién hasta los 49 dias, para determinar amplitud de movimiento
de tobillo, rodilla y cadera, colocaciéon plantar y soporte de peso de la
pelvis, frecuencia de pasos y coordinacidén entre patas traseras y
delanteras, alineaciéon de la pata al dar el paso, separacion de los
dedos y posicion de la cola.
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Figuras 12 y 13. Evaluaciéon BBB. Para la evaluacién funcional de las
ratas se colocaron a las ratas lesionadas sobre un cajon de madera,
con superficie lisa, de 1.2 m? con bordes laterales de 20 cm. de altura.
Se observé a la rata durante un periodo aproximado de 5 minutos.

El experimento se realizé en dos fases:

18: grupos1,2,3y7
22 grupos 4,5,6y 8

Cada fase contd con un grupo testigo.

Los resultados semanales fueron obtenidos del promedio de ambos
miembros pélvicos del animal lesionado. Posteriornente cada dato fue
promediado con datos del mismo grupo de tratamiento.

Los valores obtenidos en esta fase se analizaron utilizando una prueba
de ANOVA de medidas repetidas, seguida de una prueba de Tukey. Se
considerd significativa una P<0.05.

Evaluacion de tejido medular preservado

GRUP | TRATAMIENTO RANGO DE APLICACION
[0)
1 talidomida dosis tunica | 100 mg/kg 10 min. postlesion IP
temprana
2 talidomida dosis tunica | 100 mg/kg 4 hrs. Postlesién IP
tardia
3 vehiculo 3 ml. SSE 10 minutos postlesién
IP
4 Naive (testigo) Sin tratamiento

Se evaluaron 24 horas postlesidn en ratas de todos los grupos (n = 4).
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Figuras 14 y 15. Las evaluaciones se realizaron en cortes
histolégicos transversales de médula espinal de 8 micras, y teiidos
con la técnica de hematoxilina de Harris. De cada médula espinal se
obtuvieron 10 niveles, cada nivel tiene 4 cortes histoldgicos, se obtenia
un nivel, y se tiraban 900 micras, y se tomaba nuevamente un nivel (4
cortes por cada mm.)

Figuras 16 y 17. Una camara digital fue colocada en el orificio
triocular del microscopio y se conecté a una computadora personal, y
se fotografiaron 10 niveles 4 X por rata, para definir areas de
apariencia normal, areas de apariencia normal con microquistes vy
areas necrético-hemorragicas.

Para el estudio morfométrico se eligié un corte del centro de la médula
espinal (el que tenga mayor cantidad de epéndimo). Se delimitaron las
zonas de tejido preservado, moderadamente preservado y de tejido
destruido.

C
B 1

Figura 18. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 4 horas postlesion,
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correspondiente al segmento medular T9; epicentro de la lesion. Se
identificaron en el epicentro tres tipos de tejido diferentes: tejido
necrético hemorrdgico, localizado principalmente en la sustancia
gris y caracterizado por desintegraciéon tisular, presencia de
eritrocitos y células inflamatorias (zona A); tejido preservado con
abundantes microquistes, localizado predominantemente en
sustancia blanca entorno al tejido necrotico hemorragico (zona B) y
tejido preservado de aspecto normal, localizado predominantemente
en la periferia de la médula (zona C).

Figura 19. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 6 mm caudal al
epicentro de la lesién. Se identificaron en el epicentro dos tipos de
tejido diferentes: una pequefia area de tejido necrético hemorragico
(centro), localizado principalmente en la sustancia blanca y cerca de la
sustancia gris. Caracterizado por desintegracién tisular, presencia de
eritrocitos; y tejido preservado de aspecto normal que ocupaba la
mayor parte de la superficie del corte histolégico.

Para hacer las mediciones se usan laminillas con impregnacion
argéntica en un sistema computarizado de morfometria compuesto de:
un microscopio de campo claro con objetivo 4 X, una cdmara digital
colocada en el orificio triocular del microscopio, conectada a una
computadora personal y el programa para analisis de imagenes Image-
Pro-Plus de Media Cybernetics 4.1. (Figura X)

Los valores obtenidos en las pruebas de cuantificacién de
polimorfonucleares y determinacién de proteinas totales, se analizaron
utilizando una prueba de ANOVA de una via seguida por la prueba de
Tukey para identificar los grupos que pudieran estar dando diferencias,
se considerd significativa una P<0.05.
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RESULTADOS
Contenido de agua.

Los segmentos medulares con mayor contenido de agua, fueron las
de ratas lesionadas tratadas con Solucién Salina (SS), la diferencia
fue significativa P<0.05 respecto al segmento medular de ratas
intactas.

Mientras que la cantidad de agua en los segmentos medulares de
ratas tratadas con talidomida 4 horas y talidomida 10 minutos, es
solo ligeramente superior a la de los segmentos medulares de ratas
intactas. (Figura 20)
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Figura 20. Representacion grafica del contenido de agua (diferencia
de peso entre tejido humedo y seco) en los segmentos medulares de
ratas. Media =+ Error Estandar (ES). N=4. *, P<0.05 entre SS y
Naive. Lesion medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h);
Lesion medular + talidomida IP 10 minutos postlesion (T 10m);
Lesién medular + Solucién salina IP 10 minutos postlesion (SS);
meédulas intactas (Naive).

El peso humedo y el peso seco de los tejidos medulares, esta

detallado en forma grafica en las figuras 45 y 46 contenidas en la
seccion de anexos.
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Inflamacion Aguda.
A). Determinacion de la actividad enzimatica de la MPO.

Las médulas lesionadas de ratas tratadas con talidomida 4 horas
mostraron mayor actividad no significativa de MPO en relacion a la
cantidad de proteinas por gramo de tejido, en los segmentos del
epicentro, y craneal y caudal al epicentro con respecto a los mismos
segmentos de las médulas lesionadas del grupo tratado con SS.

Las médulas lesionadas de ratas tratadas con talidomida 10 minutos
mostraron menor actividad de MPO en relacién a la cantidad de
proteinas por gramo de tejido, en el segmento craneal al epicentro,
en relaciéon al mismo segmento en el grupo tratado con SS. No hubo
diferencias con el grupo testigo en los segmentos del epicentro y
caudal al epicentro.

Las médulas lesionadas de ratas tratadas con SS mostraron mayor
actividad de MPO en relacion a la cantidad de proteinas por gramo
de tejido, la diferencia fue significativa P<0.001 en los segmentos
del epicentro y craneal al epicentro; y una tendencia mayor no
significativa en el segmento caudal al epicentro con respecto a las
médulas de ratas intactas. (Figura 21)
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Figura 21. Representacién grafica de la actividad de MPO en relaciéon
a la cantidad de proteinas totales por gramo de tejido medular. Delta
representa la diferencia en Absorbenda entre el principio y el final de la
reaccion enzimatica para cada uno de los segmentos (epicentro,
craneal y caudal al epicentro) en los diferentes grupos de tratamiento.*
P<0.001 vs naive. @N=4. Media = Error Estandar(ES). Lesion
medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h); Lesion medular +
talidomida IP 10 minutos postlesiéon (T 10m); Lesién medular +
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Solucién salina IP 10 minutos postlesion (SS); médulas intactas
(Naive).

El delta de MPO, la determinaciéon de mg de proteinas/ gramo de
tejido medular y la absorbencia de MPO, estan detallados en forma
grafica en las figuras 47, 48, 49 y 50 contenidas en la seccion de
anexos.

B) infiltrado de polimorfonucleares:

En la zona necrética hemorrdgica del epicentro se contaron en
promedio un polimorfonuclear por campo de 0.02 mm? en las ratas
tratadas con SS y dosis Unica de talidomida 10 minutos después de la
lesidon, mientras que en las ratas tratadas con talidomida a 4 horas de
la lesién el promedio de polimorfonucleares encontrados fue de
aproximadamente la mitad. En el analisis estadistico no se encontraron
diferencias significativas

(Figura 22)
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Figura 22. Representacién grafica del promedio de polimorfonucleares
por campo 100 X (0.02 mm? en la zona necrética del epicentro medular
de ratas. N=4. Media =+ Error Estandar (ES). Lesiéon medular +
talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h); Lesion medular + talidomida
IP 10 minutos postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucién salina
IP 10 minutos postlesion (SS); médulas intactas (Naive).
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Al evaluar la superficie medular a 5 mm. en sentido craneal y caudal al
epicentro, no se encontraron polimorfonucleares en la médula espinal
de ratas lesionadas, sin importar el tratamiento. Sin embargo, si se
encontraron polimorfonucleares en el espacio subaracnoideo.

Las médulas con mayor cantidad de polimorfonucleares en el espacio
subaracnoideo fueron las de ratas lesionadas tratadas con Solucién
Salina. Las que mostraron menor cantidad de éstas células fueron las
ratas tratadas con talidomida dosis Unica 4 horas después de la lesién.
Las ratas tratadas con talidomida 10 minutos postlesién guedaron en
una posicion intermedia. Este patron se observé tanto en los cortes
obtenidos a 5 mm. craneal, como a 5 mm caudal al epicentro. Las
diferencias no fueron significativas en el estudio estadistico (Fgura 23)
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Figura 23. Representacién grafica del promedio de polimorfonucleares
en el espacio subaracnoideo 5 mm. craneal y 5 mm. caudal al
epicentro en médulas de ratas. N=4. Media + Error Estandar (ES).
Lesién medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h); Lesién
medular + talidomida IP 10 minutos postlesién (T 10m); Lesion
medular + Solucién salina IP 10 minutos postlesion (SS).

34



Efecto de la Talidomida en la Evolucion de la Lesion Traumdtica Médula Espinal

Evaluacion Funcional.

Las ratas lesionadas tratadas con talidomida 10 minutos dosis tnica,
obtuvieron resultados funcionales significativamente mas bajos (P <
0.01) respecto a las ratas tratadas con Solucién Salina-1.

Las ratas lesionadas tratadas con talidomida 4 horas dosis unica
mostraron una evolucién significativamente mayor (P < 0.05) que
las ratas lesionadas tratadas con talidomida 10 minutos dosis
Unica.

Las ratas lesionadas tratadas con talidomida 4 horas dosis Unica y
talidomida 24 horas dosis Unica postlesién no mostraron diferencias
significativas con respecto a los grupos testigo. (Figura 24)
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Figura 24. Representacién grafica de la evolucién funcional (escala
BBB) durante un periodo de 7 semanas de ratas lesionadas tratadas
con talidomida con dosis Unica. *, P < 0.01 entre SS y T-10m/du; **, P
< 0.05 entre T-4 h/du y T-10m/du. N=8, Lesién medular + talidomida
IP 10 minutos/dosis Unica postlesion (T-10m/du); Lesién medular +
talidomida IP 4 horas/ dosis Unica postlesidn, (T-4 h/du); Lesiéon medular
+ talidomida IP 24 horas/dosis Unica postlesion (T-24h/du); .Lesién
medular + Solucién salina IP 10 minutos postlesion (SS).
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Las ratas lesionadas tratadas con talidomida 10 minutos 5 dias
continuos, mostraron una evolucién significativamente mayor (P <
0.01) que las ratas lesionadas tratadas con talidomida 24 horas 5
dias continuos.

Las ratas lesionadas tratadas con talidomida a dosis 10 minutos, 5
dias continuos y talidomida 4 horas, 5 dias continuos postlesion no
mostraron diferencias significativas con respecto a los grupos
testigo. (Figura 25)
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Figura 25. Representacién grafica de la evolucién funcional (escala
BBB) de ratas lesionadas tratadas con dosis repetidas durante 5 dias
continuos durante un periodo de 7 semanas. *, P < 0.05 entre SS-1y T-
24h/5d; **, P < 0.01 entre T-10m/5d y T-24h/5d. N=8, Lesién medular
+ talidomida IP 10 minutos/dosis repetida 5 dias continuos postlesion
(T-10m/5d); Lesién medular + talidomida IP 4 horas/ dosis repetida 5
dias continuos postlesion, (T-10m/5d); Lesién medular + talidomida IP
24 horas/dosis repetida 5 dias continuos postlesién (T-24h/5d); .Lesién
medular + Solucién salina IP 10 minutos postlesion (S5-1 y SS-2).
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Se realiz6 una comparacion entre tratamientos con dosis Unica y
tratamientos con dosis repetidas en 5 dias continuos, lograndose
observar que las ratas lesionadas tratadas con talidomida 10
minutos, 5 dias continuos, obtuvieron una mayor evolucién
significativa (P < 0.001) que las ratas lesionadas con talidomida 10
minutos dosis Unica.

Las ratas lesionadas tratadas con talidomida 24 horas dosis Unica
postlesidn, resultaron tener una evolucion significativamente mayor
(P< 0.001) que las ratas lesionadas tratadas con talidomida 24 horas
5 dias continuos postlesion dosis tnica. (Figura 26)

o T-10nydu
—— T-10ny5d
—=— T-4h/du

T-4h/5d
—— T-24h/du
—— T-24h-5d
——S§§

Escala BBB

Figura 26. Representacidon grafica de la evoluciéon funcional (escala
BBB) de ratas lesionadas tratadas con talidomida con dosis Unicas y
dosis repetidas (5 dias consecutivos) durante un periodo de 7 semanas.
*, P < 0.001 entre T-10m/5d y T-10m/du; **, P< 0.001 entre T-24h/5d y
T-24h/du. N=8, Lesién medular + talidomida IP 10 minutos/dosis Unica
postlesién (T-10m/du); Lesion medular + talidomida IP 4 horas/ dosis
Unica postlesion, (T-10m/du); Lesién medular + talidomida IP 24
horas/dosis Unica postlesion (T-24h/du); Lesidon medular + talidomida IP
10 minutos/dosis repetida 5 dias continuos postlesion (T-10m/5d);
Lesion medular + talidomida IP 4 horas/ dosis repetida 5 dias continuos
postlesién, (T-10m/5d); Lesién medular + talidomida IP 24 horas/dosis
repetida 5 dias continuos postlesiéon (T-24h/5d); .Lesién medular +
Solucién salina IP 10 minutos postlesion (SS-1 y SS-2).
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Tejido Preservado

Epicentro.

El area de tejido necrético hemorragico y el area de tejido
preservado con microquistes son muy parecidas entre si, sin
importar el grupo de tratamiento. Mientras que el area de tejido
preservado con apariencia normal es de aproximadamente la mitad
de las areas antes sefialadas. Notablemente el area total de corte del
epicentro de las ratas tratadas con talidomida muestra una tendencia
a ser mayor que el area de corte de las ratas naive al mismo nivel, y
alcanza significancia estadistica (P < 0.05) en las ratas tratadas con
talidomida 4 horas.

Al comparar las areas de tejido de aspecto normal, preservado con
microquistes, y necrético hemorragico entre los diferentes grupos de
tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticas. (Figura 27)
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Figura 27. Representacién grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular en el epicentro (mm?). *, P < 0.05
tal 4 h vs Naive =+ Error Estandar (ES). N=4. Lesiéon medular +
talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h); Lesion medular + talidomida
IP 10 minutos postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucién salina
IP 10 minutos postlesién (SS); intactas (Naive).
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Figura 28. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 4 horas postlesién,
correspondiente al segmento medular T9; epicentro de la lesién.

El area de tejido necrético hemorragico y el area de tejido
preservado con apariencia normal son muy parecidas entre si, en los
grupos de tratamiento de Talidomida 10 minutos y SS. Mientras que
el area de tejido necrotico hemorragico y el area de tejido
preservado con microquistes son muy similares entre si en el grupo
de tratamiento de talidomida 4 horas. El drea total de corte de 2 mm
craneal al epicentro de las ratas tratadas con talidomida muestran
una tendencia no significativa a ser mayores que el area de corte de
las ratas naive al mismo nivel.

Al comparar las areas de tejido de aspecto normal, preservado con
microquistes, y necrético hemorragico entre los diferentes grupos de
tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticas. (Figura 28)
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Figura 29. Representacién grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 2 mm. craneal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesion medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucién salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).
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Figura 30. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 4 horas postlesién,
correspondiente al segmento medular T9; 2 mm craneal del epicentro
de la lesién

El area de tejido necrético hemorragico y el area de tejido
preservado con apariencia normal son muy parecidas entre si, en los
grupos de tratamiento de Talidomida 10 minutos y SS. Mientras que
el adrea de tejido necrotico hemorragico y el area de tejido
preservado con microquistes son muy similares entre si en el grupo
de tratamiento de talidomida 4 horas. El drea total de corte de 2 mm
caudal al epicentro de las ratas tratadas con talidomida 4 horas
muestran una tendencia significativa mayor (P < 0.001)
que el drea de corte de las ratas naive al mismo nivel.

Al comparar las areas de tejido de aspecto normal, preservado con
microquistes, y necrético hemorragico entre los diferentes grupos de
tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticas. (Figura 29)
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Figura 31. Representacién grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 2 mm. caudal al epicentro (mm?).
* P < 0.001 tal 4 h respecto Naive = Error Estandar (ES). N=4.
Lesion medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h); Lesién
medular + talidomida IP 10 minutos postlesiéon (T 10m); Lesion
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medular + Solucién salina IP 10 minutos postlesiéon (SS); intactas
(Naive).

Figura 32. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 2 mm caudal del
epicentro de la lesién

Se observé que el area de tejido preservado de apariencia normal en
los grupos es muy similar sin importar el tratamiento, a 4 mm. craneal
al epicentro.

El 4rea de tejido necrético hemorragico en todos los grupos de
tratamiento es aproximadamente la sexta parte del tejido preservado
de apariencia normal a 4 mm craneal al epicentro. Siendo el grupo de
talidomida 4 horas el que obtuvo una ligera tendencia mayor no
significativa de tejido necrético hemorragico con respecto a los otros
grupos de tratamiento.

Al comparar las areas totales de tejido medular no se encontraron
diferencias estadisticas. EI grupo talidomida 4 horas presentd una
tendencia mayor de tejido medular total con respecto a los otros
grupos de tratamiento, a 4mm. craneal al epicentro. (Figura 30)

41



Efecto de la Talidomida en la Evolucion de la Lesion Traumdtica Médula Espinal

4_
3_
o

£
1_
0

Tal4h Tal 10m SS naive
tratamientos

I normal M destruido M tej. total

Figura 33. Representacion grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 4 mm. craneal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesiéon medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucién salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).

Figura 34. Fotografia digital del corte histoldgico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 4 mm craneal del
epicentro de la lesién

Se observé que el area de tejido preservado de apariencia normal en
los grupos es muy similar sin importar el tratamiento, a 4 mm. caudal
al epicentro.

El 4rea de tejido necrético hemorrdgico en todos los grupos de
tratamiento es aproximadamente la sexta parte del tejido preservado
de apariencia normal a 4 mm caudal al epicentro. Siendo el grupo de
talidomida 4 horas el que obtuvo wuna ligera tendencia mayor no
significativa de tejido necrético hemorragico con respecto a los otros
grupos de tratamiento.

Al comparar las areas totales de tejido medular no se encontraron
diferencias estadisticas. EI grupo talidomida 4 horas y SS presentaron
una tendencia mayor de tejido medular total con respecto a los otros
grupos de tratamiento, a 4mm. caudal al epicentro. (Figura 31)
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Figura 35. Representacion grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 4 mm. caudal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesiéon medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucion salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).

Figura 36. Fotografia digital del corte histoldgico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 4 mm caudal del
epicentro de la lesién

El drea de tejido preservado de apariencia normal en los grupos es
muy similar sin importar el tratamiento, a 6 mm. craneal al epicentro.

El 4rea de tejido necrético hemorrdgico en todos los grupos de
tratamiento es muy reducida respecto al area de tejido preservado de
apariencia normal a 6 mm craneal al epicentro. Siendo el grupo de
talidomida 4 horas el que obtuvo una ligera tendencia mayor no
significativa de tejido necrético hemorragico con respecto a los otros
grupos de tratamiento.
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Entre las areas totales de tejido medular no se encontraron diferencias
estadisticas. EI grupo talidomida 4 horas y SS presentaron una
tendencia significativa mayor (P < 0.05) de tejido medular total con
respecto al grupo Naive, a 6 mm. craneal al epicentro. (Figura 32)
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Figura 37. Representacion grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 6 mm. craneal al epicentro
(mm?).*, P < 0.05 tal 4 h y SS respecto Naive, = Error Estandar
(ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h);
Lesién medular + talidomida IP 10 minutos postlesion (T 10m);
Lesion medular + Solucion salina IP 10 minutos postlesién (SS);
intactas (Naive).

Figura 38. Fotografia digital del corte histoldgico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con SS 10 minutos postlesién,
correspondiente al segmento medular T9; 6 mm craneal del epicentio
de la lesién

El area de tejido preservado de apariencia normal en los grupos es
muy similar sin importar el tratamiento, a 6 mm. caudal al epicentro.

El area de tejido necrético hemorragico en todos los grupos de
tratamiento es muy reducida respecto al area de tejido preservado de
apariencia normal a 6 mm caudal al epicentro. Siendo el grupo de
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talidomida 4 horas el que obtuvo wuna ligera tendencia mayor no
significativa de tejido necrético hemorrdgico con respecto a los otros
grupos de tratamiento.

Entre las 4reas totales de tejido medular no se encontraron diferencias
estadisticas. EI grupo talidomida 4 horas presentd una tendencia no
significativa mayor de tejido medular total con respecto al grupo
Naive, a 6 mm. caudal epicentro.

(Figura 33)
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Figura 39. Representacion grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 6 mm. caudal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesiéon medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucién salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).

Figura 40. Fotografia digital del corte histolégico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con SS 10 minutos postlesion,
correspondiente al segmento medular T9; 4 mm caudal del epicentro
de la lesién

El area de tejido preservado de apariencia normal en los grupos es
muy similar sin importar el tratamiento, a 8 mm. craneall al epicentro.
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El 4rea de tejido necrético hemorrdgico en todos los grupos de
tratamiento es minima respecto al area de tejido preservado de
apariencia normal a 8 mm craneal al epicentro. Siendo el grupo SS el
gque obtuvo una ligera tendencia mayor no significativa de tejido
necrotico hemorragico con respecto a los otros grupos de tratamiento.

Entre las 4dreas totales de tejido medular no se encontraron diferencias
estadisticas. Los grupos tratados con talidomida mostraron una
tendencia no significativa mayor de tejido medular total con
respecto al grupo SS y Naive, a 8 mm. craneal epicentro.

(Figura 34)
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Figura 41. Representacion grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 8 mm. craneal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesion medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesiéon medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucion salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).

Figura 42. Fotografia digital del corte histoldgico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 8 mm craneal del
epicentro de la lesién
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El area de tejido preservado de apariencia normal en los grupos es
muy similar sin importar el tratamiento, a 8 mm. craneall al epicentro.

El area de tejido necrético hemorragico en todos los grupos de
tratamiento es minima respecto al drea de tejido preservado de
apariencia normal a 8 mm craneal al epicentro. Siendo el grupo con
talidomida 4 horas el que obtuvo una ligera tendencia mayor no
significativa de tejido necrético hemorragico con respecto a los otros
grupos de tratamiento.

Entre las areas totales de tejido medular no se encontraron diferencias
estadisticas. Los grupos mostraron tendencias similares, sin importar el
tratamiento, a8 mm. craneal epicentro. (Figura 35)
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Figura 43. Representacién grafica de morfometria de acuerdo a
caracteristicas del tejido medular 8 mm. caudal al epicentro (mm?).
+ Error Estandar (ES). N=4. Lesién medular + talidomida IP 4
horas postlesion (T 4h); Lesién medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesion medular + Solucion salina IP 10 minutos
postlesion (SS); intactas (Naive).

Figura 44. Fotografia digital del corte histoldgico (4x) de médula
espinal de rata lesionada tratada con talidomida 10 minutos
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postlesién, correspondiente al segmento medular T9; 8 mm caudal del
epicentro de la lesién
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DISCUSION

El objetivo general de este experimento fue evaluar el efecto de la
administracién de la talidomida en la evolucién de la LTME en ratas,
y se planteé determinar el efecto a dosis Unica temprana, dosis
tardia y dosis repetidas sobre:

a). El contenido de agua:

Nesic y cols. (2002) mostraron que en la fase de los mecanismos
secundarios de lesiéon en la LTME, se induce un incremento en la
expresién de citocinas y quimiocinas, quienes a su vez estimulan a
células endoteliales para mediar la uniéon de células inflamatorias
(neutroéfilos, monocitos y células T) lo que exacerba la pérdida
celular.

Diversas células del sistema nervioso pueden liberar diferentes
factores de permeabilidad vascular ante diferentes situaciones
patoldgicas. Entre estos factores uno de los mas estudiados es el
llamado Factor de Permeabilidad Vascular (FPV/FCEV) que se
considera idéntico al Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) ambos de la familia de proteinas que favorecen la
angiogénesis.

En la LTME se desarrollan diversos acontecimientos fisiopatoldgicos,
entre los mas importantes destaca la formacién del edema
vasogénico, el cual ha sido correlacionado con la desmielinizacion
axonal. Vaquero y cols. (2004) sugieren que existe correlaciéon
positiva entre los niveles de FPV/FCEV y el edema tisular en cerebro.
Més tarde en un modelo experimental de LTME severa, determind
niveles pico de FPV/FCEV a las 8 horas postlesion, manteniéndose
estos niveles durante los 7 primeros dias postlesion y que después
disminuyeron en forma progresiva, coincidiendo con lo acontecido
con el edema vasogénico. También sugiere que una de las causas del
edema después de una LTME es la reaccion astroglial y la
consecuente expresiéon de FPV/FCEV por los astrocitos reactivos,
macrofagos y otras células presentes en el tejido nervioso
traumatizado.

En el experimento las ratas del grupo testigo mostraron un
incremento del contenido de agua en el tejido medular lesionado
(edema), fenodmeno que coincide con reportes de este proceso
patolégico basico desde hace aproximadamente un siglo (Allen
1911).

En contraste, los animales de grupos tratados con talidomida 10
minutos y con talidomida 4 horas postlesién, mostraron un menor
contenido de agua en el tejido medular lesionado, en relacion con las
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ratas del grupo testigo. Incluso su contenido de agua fue ligeramente
mayor que el grupo de las ratas intactas.

El efecto de disminucion del edema en la LTME, derivado de la
administracién de talidomida a dosis temprana (10 min. p.l.) y dosis
tardia (4 hrs. Pl.), evaluado a 24 horas postlesion en ratas, coincide
con estudios previos, en donde se ha reportado la capacidad de la
talidomida para disminuir el edema en otros tejidos como: piel, boca,
faringe, tiroides, higado, pancreas, intestino, rifién, préstata, nervios
periféricos, entre otros y dentro de otras condiciones patoldgicas.
Debido a la capacidad del farmaco para inhibir la sintesis del FCEV
y la inhibicién de la sintesis del factor de crecimiento de los
fibroblastos (FCF) vy probablemente la inhibicién de la sintesis del
FPV/FCEV (Schroder and Sellhaus, et al. 1995; Tseng et al., 1996;

Corral et al. 1999; Verbon and Jufferman, 2000; Radomsky y Levine,
2001; _Calabrese y Fleischer, 2000; _Federman y Federman, 2000;
Marriott et al. 2002; Majumdar et al. 2002; Greig and Giordano,
2004; Yabu, and Tomimoto, 2005; Kiaei and Petri, 2006; Aragon-
Ching et al. 2007).

b). El proceso inflamatorio agudo,

Actividad de Mieloperoxidasa (MPO).

La determinacion de la actividad de la MPO es una prueba empleada
con mucha frecuencia como un indicador de inflamacién aguda,
inclusive en estudios de LTME (Bradley et al. 1982; Carlson et al.
1998; Shah-Hinan Ahmed et al. 2000; Toru Fujimoto et al. 2000;
Fernandez y Esteban, 2000; Herbert et al. 2001; Bao et al. 2004;
Erman et al. 2004; Genovese et al 2005; Bao et al. 2000).

En estudios previos, en patologias distintas a la lesion medular, se ha
demostrado que la talidomida es un potente inhibidor de la
inflamacion aguda. (Tseng et al., 1996: Corral et al. 1999; Verbon
and Jufferman, 2000; Radomsky y Levine, 2001; _ Calabrese y

Fleischer, 2000; Federman v Federman, 2000; Marriott et al. 2002;
Majumdar et al. 2002; Greig and Giordano, 2004; Kiaei and Petri,
2006).

Los grupos de Talidomida 4 horas, Talidomida 10 minutos y solucién
salina postlesion mostraron mayor actividad de MPO con respecto al
grupo Naive. Evidenciando una  mayor  actividad de
polimorfonucleares 24 horas después de la lesidon traumatica de la
médula espinal.

El grupo de tratamiento con talidomida a dosis temprana (10
minutos postlesién) no mostré efecto en la actividad de la MPO en
los segmentos del epicentro, ni tampoco en los segmentos craneal y
caudal al epicentro.

El grupo con talidomida a dosis tardia (4 horas postlesién) no mostro
efecto alguno en la actividad de la MPO en la zona del epicentro de
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la lesion, comparando esto con el grupo testigo. Sin embargo, en los
segmentos craneal y caudal al epicentro si hubieron efectos ya que
en ambos se incrementaron los niveles de la MPO, donde
probablemente este farmaco incremento6 la sintesis de la enzima por
parte de los polimorfonucleares y macréfagos.

Si consideramos que la actividad de la MPO unicamente refleja la
presencia/actividad de los PMN, nuestros resultados entonces
sugieren que el infiltrado inflamatorio en la zona del epicentro no es
influenciado por la talidomida a dosis temprana o tadia, mientras
que en zonas alejadas al epicentro (consideradas como “zona de
penumbra”) si son susceptibles de modificarse por influencia de este
farmaco. Es importante tomar en cuenta que existen otras fuentes
de MPO, ademads de los PMN en las zonas de neuroinflamacion, como
los macréfagos y la microglia (Garcia, 1998).

Estudios previos reportan la capacidad de la talidomida para inhibir
la quimiotaxis, y la inhibicion de la capacidad fagocitica de
neutrofilos y macrofagos en otros tejidos y condiciones patoldgicas.
Sin embargo en LTME no se observé tal capacidad con los esquemas
de tratamiento empleados en este experimento (Moreira and
Sampaio, 1993;Tseng et al., 1996; Corral et al. 1999; Verbon and
Jufferman, 2000; Radomsky y Levine, 2001; _Calabrese y Fleischer,
2000; Federman y Federman, 2000; Marriott et al. 2002; Majumdar
et al. 2002; Kim and Kim, 2003; Greig and Giordano, 2004; Kiaei
and Petri, 2006; Bosch and Sanchez, 2008).

Otras investigaciones determinaron que la talidomida no altera la
produccién de IL-1 e IL-6, que son citocinas muy proinflamatorias,
probablemente en LTME sucedié lo mismo. (Kopf et al. 1995;
McHugh et al., 1995; Tseng et al., 1996; George et al., 2000;_
Calabrese y Fleischer, 2000; George et al., 2000; Radomsky y Levine,
2001; Mujagic, and Chabner, 2002).

Los datos permiten deducir que a pesar de aplicar diferentes
esquemas de tratamiento con talidomida durante los primeros
minutos u horas después de la LTME, no existié efecto sobre la
cantidad de polimorfonucleares en la zona de lesion.

Cantidad de PMN.

En el experimento se observé la ausencia de polimorfonucleares en
los segmentos craneal y caudal al epicentro, y por otro lado fueron
ubicados en forma abundante en las areas necrético-hemorragicas
en el segmento del epicentro de la lesiéon. Esto coincide con otros
estudios realizados en LTME en ratas por Carlson et al. (1998) en
donde se reporta que los polimorfonucleares se concentraron
preponderantemente en la zona de lesién y que se denotd una
ausencia de polimorfonucleares en el “drea de penumbra”. Por lo
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que se deduce que la ausencia de polimorfonucleares en los
segmentos craneal y caudal a la lesién, no es un efecto de la
administracién temprana o tardia de talidomida.

La administracién tardia (4 horas) de talidomida postlesién mostro
un efecto de disminucién de la cantidad de polimorfonucleares en la
zona de lesion, y en las zonas craneal y caudal al epicentro en la
meédula espinal, resultados que coinciden con los mostrados en
estudios realizados por Yasui and Kobayashi, (2005) en eritema
nodoso leproso y mieloma multiple en donde se sugiere que la
talidomida inhibe la activacién de los polimorfonucleares y la
proliferacion de éstos (Tseng et al., 1996; Radomsky y Levine, 2001;
Calabrese y Fleischer, 2000; Federman y Federman, 2000).

La administracion temprana (10 minutos) de talidomida postlesion
no mostré efecto sobre la cantidad de polimorfonucleares en la zona
de lesion y en las zonas craneal y caudal al epicentro en la médula
espinal, deduciéndose que la talidomida no incide sobre la cantidad
de polimorfonucleares cuando es aplicada pocos minutos después de
la LTME.

A pesar de que no se identificaron PMN en el parénquima medular
de la porcion craneal y caudal al epicentro de las médulas
lesionadas, la actividad de la MPO en estas mismas regiones se
encontr6 muy elevada respecto a las ratas naive. Parte de esta
actividad puede estar relacionada con el infiltrado de
polimorfonucleares en el espacio subaracnoideo (tomando en cuenta
que para el estudio de la actividad de la enzima se incluyd el saco
dural con todo su contenido), pero seguramente también refleja
actividad de las otras células como los macréfagos y microglia
mencionados anteriormente.
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C). Evaluacion funcional (BBB):
Dosis unica:

La administracion temprana a los 10 minutos postlesion de
talidomida postlesion produjo un nivel menor de evolucién funcional
de la LTME en relacion con el grupo tratado con SS. Realizando un
andlisis comparativo de los 7.3 grados en promedio, obtenidos por
este grupo de tratamiento en la escala BBB a la séptima semana
postlesion de evaluacion, con respecto a los mas de 8 grados en
promedio del grupo testigo (SS), podemos inferir que la
administracién de talidomida en los primeros minutos postlesién
produce un efecto desfavorable para la evoluciéon apropiada de la
LTME en ratas.

Nuestros datos sugieren que la inhibicién temprana del proceso
inflamatorio, no es adecuada para la evolucién funcional de la
LTME, coincidiendo con lo reportado por Steit y cols. (1997) que
demostré que la expresion transitoria de las citocinas
proinflamatorias implicadas en los mecanismos secundarios de
lesion, como lo son TNFa, IL-1B, IL-6 pudieran favorecer la
recuperaciéon funcional después de una LTME, y ellos concluyen que
al inhibirlas no necesariamente se brindarian efectos beneficiosos
en la reparacién de la herida y la regeneracion celular.

La administracién tardia de talidomida a las 4 horas y a las 24
horas postlesion, no mostraron efecto en la evolucion funcional de la
LTME en ratas.

Dosis continuas:

La administracion de talidomida temprana (10 minutos) y tardia (4
horas y 24 horas) con dosis repetidas (5 dias continuos) postlesién no
mostraron efecto en la evolucion funcional de la LTME en ratas

Al realizar una comparacion entre tratamientos con dosis tnica y con
dosis repetidas, se concluyd0 que la administracion temprana
postlesion con dosis repetidas, obtuvo mejores resultados que la
administraciéon temprana dosis unica postlesién. Infiriéndose que
solo en este caso, la administracion temprana de talidomida dosis
Unica produce un efecto desfavorable en la evolucion de la lesiéon
traumatica de la médula espinal, que puede ser revertido si la
talidomida es administrada durante 5 dias continuos.

La fase inflamatoria aguda ha sido responsabilizada del proceso de
lesion neuroldgica secundaria de la médula espinal después de un
traumatismo. (Lazarov-Spiegler, 1998) Este experimento demuestra
que el proceso inflamatorio no es del todo malo para la restauraciéon
neurolégica, el hecho es que la contencién temprana de la
inflamacién en la médula espinal lesionada, obstruye los beneficios
posibles que pueda brindar el proceso inflamatorio.

Los resultados de nuestro experimento contrastan con los resultados
obtenidos por Lee y Kim, en 2007 con un modelo experimental de
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lesion de la médula espinal por isquemia/reperfusion, mediante la
compresion (mediante clip vascular) de la aorta caudal durante 15
minutos en conejos, ellos administraron talidomida IP a dosis Unica
(temprana postlesion) y dosis repetida (24 horas y 48 horas
postlesiéon), en ambos grupos se obtuvieron resultados en la
evaluacion funcional significativamente mejores que los testigos,
ellos determinaron finalmente que la administracién de talidomida
brindaba efectos benéficos para la recuperaciéon funcional de la
lesion por isquemia y sindrome de reperfusion en la médula espinal
en conejos.

Se concluye que la lesién originada por el modelo experimental de
isquemia/ reperfusion, genera una lesion de menor intensidad y de
menor extension, ya que solo se restringié el riego sanguineo
durante 15 minutos mediante un clip vascular en la aorta caudal, en
cambio en la LTME La isquemia aunada al edema, la inflamacién y la
hemorragia, dificultan o impiden la perfusién de la médula espinal
sobre todo en las primeras 2 horas posteriores al evento traumatico,
periodo en el que la sustancia gris es mas vulnerable, debido a que
presenta una mayor demanda metabdlica provocando que la necrosis
traumadtica sea mas severa. Ademds existe un dafo mecanico
primario resultante de la aplicacion de una fuerza mecdanica, que
provoca distorsion provocada por el impacto, aplastamiento,
estiramiento, desgarre y/o laceracién tisular, que provocan una
pérdida de las caracteristicas estructurales y funcionales del
parénquima medular, que no existi6 en el modelo experimental
realizado en conejos.

D). tejido medular preservado:

La administracion temprana a los 10 minutos postlesion y tardia a
las 4 horas postlesion de talidomida no mostraron efecto alguno en
la preservacion de tejido medular en el sitio del epicentro de la
lesion.

Sin embargo la administraciéon tardia de talidomida a las4 horas
postlesion, si determiné un efecto desfavorable, ya que promovié
una mayor cantidad de tejido necroético-hemorragico en los
segmentos: 2, 4, y 6 mm craneal al epicentro y 2, 4, 6 y 8 mm caudal
al epicentro.

La administraciéon temprana de talidomida a los 10 minutos
postlesion no mostro ningun efecto en la preservacion de tejido en
los 8 mm craneales y caudales a la lesion.
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CONCLUSIONES

Los datos obtenidos con la aplicaciéon temprana de talidomida fueron:

Efecto de disminucién del edema en la médula espinal
lesionada

Efecto de disminucién del infiltrado inflamatorio agudo
craneal a la lesiéon

medular, pero sin efecto en las zonas del epicentro y caudal
epicentro.
Efecto desfavorable para la evolucién funcional de la LTME

Sin efecto en la preservacion de tejido medular en las zonas del
epicentro, craneal y caudal al epicentro

Se concluye que la administracién de talidomida a los 10 minutos
postlesion no es adecuada para una evolucién funcional de la LTME
en ratas.

Los datos obtenidos con la aplicacion tardia de talidomida fueron:

Efecto de disminucion del edema en la médula espinal
lesionada

Incrementa la sintesis de MPO en macréfagos y microglia

Efecto de disminucién de PMN en el sitio del epicentro y en los
segmentos craneal y caudal al epicentro en el espacio
subaracnoideo

Sin efecto para la evolucion funcional de la LTME

Sin efecto en la preservaciéon de tejido medular en la zona del
epicentro, y efecto desfavorable que promovié una mayor
cantidad de tejido necrético-hemorragico en zonas craneal y
caudal al epicentro.

Se concluye que la administracién de talidomida a las 4 horas
postlesion no es adecuada para una evolucién funcional de la LTME
en ratas.

Después de evaluar de forma integral los resultados se concluye que
la administracion de talidomida, no promueve efectos favorables
para la recuperacion de la LTME en ratas.
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ANEXOS
Contenido de agua.
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Figura 45. Representacion grafica del peso humedo en los
segmentos medulares de ratas. Media = Error Estdndar (ES). N=4.
*,  (P<0.05). Lesién medular + Solucién salina IP 10 minutos
postlesion (SS); Lesion medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (T 10m); Lesién medular + talidomida IP 4 horas
postlesion (T 4h)
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Figura 46. Representacion grafica del peso seco en los segmentos
medulares de ratas. Media = Error Estandar (ES). N=4. Lesion
medular + Solucion salina IP 10 minutos postlesion (SS); Lesion
medular + talidomida IP 10 minutos postlesiéon (T 10m); Lesion
medular + talidomida IP 4 horas postlesion (T 4h)
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Determinacion de MPO.

La absorbencia de MPO en los segmentos medulares craneales a la
lesién del grupo Naive se comporté como grupo control, ya que no
existid correlacion (r?=0.0002).

Se observaron niveles de absorbencia significativamente mayores en
las muestras de tejido medular craneal a la lesién de los grupos
tratados con talidomida IP 4 horas postlesién, SS IP 10 minutos
postlesion y talidomida IP 10 minutos postlesion.

La prueba de regresion lineal muestra una correlacion positiva baja
en los tratamientos de SS IP 10 minutos postlesion (r?=0.1164) y
Talidomida 10 minutos postlesion (r?=0.3670) y una correlacion
positiva altamente significativa en el tratamiento talidomida IP
postlesion (r2=0.6579). (Anexo C)
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0.0 , , , , ,
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Figura 47. Determinacion de MPO en el segmento craneal al
epicentro. N=4. *, (P<0.0001), tal Lesién medular + Solucion salina
IP 10 minutos postlesion (SS); Lesion medular + talidomida IP 10
minutos postlesion (TAL 10m); Lesién medular + talidomida IP 4
horas postlesion (TAL 4h)
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La prueba de regresion lineal muestra una correlacién positiva baja
en los tratamientos de SS IP 10 minutos postlesiéon (r?= 0.2751),
talidomida 10 minutos postlesiéon (r?= 0.2035) y talidomida 4 horas
IP postlesiéon (r?= 0.4069). (Anexo D)

- SS
NAIVE

+ TAL-10

. TAL-4

Figura 48. Determinacion de MPO en el segmento del
epicentro N=4. Lesion medular + Solucién salina IP 10 minutos
postlesion (SS); Lesion medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (TAL 10m); Lesiéon medular + talidomida IP 4 horas
postlesion (TAL 4h).
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La absorbencia de MPO en los segmentos medulares caudales al
epicentro del grupo Naive, se comportdé como grupo control, ya que
no se encontro correlacion (r2=0.0039).

La prueba de regresion lineal muestra una correlacion positiva baja
en los tratamientos de SS IP 10 minutos postlesiéon (r?’= 0.1383),
talidomida 10 minutos postlesiéon (r?= 0.2359) y talidomida 4 horas
IP postlesion (r?= 0.1560). (Anexo E).

Determinacion de MPO en el
segmento caudal al epicentro

= SS

NAIVE
v TAL-10
+ TAL-4

Absorvencia

Minutos

Figura 49. Determinacion de MPO en el segmento caudal al
epicentro N=4. Lesién medular + Solucion salina IP 10 minutos
postlesion (SS); Lesién medular + talidomida IP 10 minutos
postlesion (TAL 10m); Lesiéon medular + talidomida IP 4 horas
postlesion (TAL 4h).

Los segmentos de médula espinal de ratas tratadas con talidomida IP
4 horas postlesiéon presentaron una delta de absorbencia de MPO
significativamente mayor que los segmentos medulares de ratas del
grupo Naive (P<0.05).

Los tejidos del grupo tratado con talidomida IP 10 minutos postlesion
y SS IP 10 minutos postlesion mostraron una tendencia mayor no
significativa de la delta de absorbencia de MPO que los tejidos
medulares de ratas del grupo Naive
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Figura 50. Determinacion de delta de absorbencia de MPO por
mg de proteina de tejido medular craneal al epicentro,
epicentro y caudal al epicentro. (mg. de proteina/g. de tejido). =+
Error Estandar (ES). N=4. Lesién medular + Solucion salina IP 10
minutos postlesion (SS); Lesion medular + talidomida IP 10 minutos
postlesién (T 10m); Lesién medular + talidomida IP 4 horas postlesién
(T 4h).
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