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“...Hay hombres que realmente lo son
Hay otros que aparentan serlo
Pero hay unos que se ven

en la necesidad de demostrarlo...”
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PREFACIO

El autor de este trabajo es un superviviente de un padecimiento neoplasico
que recibi6 radioterapia como tratamiento y presenté mielopatia por
radiaciéon. A casi 30 anos de esto, se suscitan sentimientos encontrados
acerca de la evaluacion de la calidad de vida que se ha llevado. Por un lado
se ha continuado con vida, pero por otro, se han presentado limitaciones
que, como consecuencia del tratamiento, han restringido muchas opciones
en el campo profesional, social y personal.

Seria erroneo cuestionar el beneficio que se obtiene de estos tratamientos,
pero también se ha observado que ha habido escaso interés en estudiar
sobre los mecanismos que estas terapias producen en las diferentes
estructuras del organismo. La gran mayoria de los trabajos se enfocan a la
resolucion del problema inmediato, al seguimiento de los pacientes en
cuanto a las afecciones que han surgido después de cierto tiempo, y a
ajustar los indicadores cuando se proporcionan estas terapias.

Afortunadamente, los resultados de estos estudios han sido bastante
alentadores en cuanto a la prevencion de danos excesivos y a la disminucion
de pacientes afectados, lo cual es de digno reconocimiento. Sin embargo,
poco se conoce de los mecanismos que la radioterapia produce en o6rganos
tan importantes como la médula espinal o el cerebro, amén de otros 6rganos
de la economia del ser humano, menos aun los procedimientos para
recuperar funciones basicas de los mismos.

Es por eso que se decidi6 hacer un Doctorado en Neurociencias, ademas de
ser el objetivo de mi vida profesional, se pretendia detectar con metodologias
utilizadas ampliamente en la practica médica, como las electrofisiolégicas e
histopatolégicas, algunas de las alteraciones que, en este caso, la
radioterapia ocasiona en la médula espinal y buscar alternativas para
mejorar la calidad de vida de las personas afectadas.

Mas alla de conseguir un sueno, querer cotizarse mejor en el mercado
laboral o mejorar en la escala social, esta el espiritu de lucha por alcanzar la
dignidad y el respeto de todo ser humano, que gran parte se pierde en la
discapacidad, asi como la oportunidad para difundir los resultados del
esfuerzo del trabajo del investigador.

Evidentemente, esto es solo el principio de un largo camino por recorrer,
como siempre, en la busqueda de mejorar la calidad de vida de los
supervivientes afectados por problemas oncolégicos y de mejorar los
tratamientos que hasta el momento se tienen disponibles.

Como muchos saben, las afecciones de la radiacion ionizante no se
circunscriben a la practica médica exclusivamente, sino a la utilizacion de
otros medios que la producen, no siempre terapéuticos, y que han afectado a
muchas personas en el mundo y con terribles consecuencias. También es
necesario considerar esto como parte de las investigaciones en estas areas,
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con el fin de que algun dia, se cuente con alternativas que ofrecer cuando
sea necesario.
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RESUMEN

La médula espinal es un organo que pone limite a las dosis de
radiacion en la radioterapia de los tumores que se originan en su
proximidad. Eventualmente, por sobredosis accidental o
hipersensibilidad individual, puede producirse una mielopatia post-
irradiacion que se manifiesta clinicamente por paresia, hipoestesia o
parestesias y raramente, un sindrome de segunda motoneurona

progresivo y muy discapacitante.

El objetivo del trabajo esevaluar mediante estudios electrofisiologicos e
histopatologicos las lesiones medulares y/o radiculares producidas
por una dosis baja y unica de irradiacion de 22 Gy con fotones de
rayos X en la region lumbo-sacra de la médula espinal de 19 ratas de

4 meses de edad a los 12 meses post-irradiacion.

El estudio electromiografico de los musculos gemelos de ambas
extremidades inferiores no mostréo signos de actividad denervativa
aguda (fibrilaciones, ondas positivas) post-irradiacion. Los diferentes
parametros (latencia, amplitud y duracion del potencial compuesto
motor) de la conduccion motora del nervio ciatico recogiendo la
respuesta en musculos plantares, no mostraron diferencias
significativas entre los estudios pre y post-irradiacion que indicaran
pérdida de unidades motoras por lesion de las astas y/o raices
anteriores de la médula. Tampoco se observd un aumento de la
latencia de la onda F post-irradiacion. Su retraso hubiese orientado
hacia una posible desmielinizacion de las raices anteriores de la

meédula.
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El estudio de potenciales evocados somatosensoriales obtenidos con
electrodos superficiales cefalicos tras las estimulacion del nervio
plantar interno no mostro diferencias significativas en las latencias y
amplitudes P2-N2, entre los grupos de ratas control y sometidas a
radiacion, pero si en la amplitud P1-N1. En consecuencia, no se
detectd ninguna alteracion significativa en la conduccion de la via

somestésica central.

Estos hallazgos estan en consonancia con los resultados de los
estudios histopatologicos e inmunocitoquimicos realizados en la
region lumbo-sacra de la médula de las ratas. En efecto, no se
detectaron lesiones vasculares, desmielinizacion o  signos
degenerativos en las neuronas o glia. Entre los factores que han
podido influir en los resultados, se postulan la baja dosis de
irradiacion, el corto tiempo de seguimiento tras la irradiacion y
posiblemente el reducido numero de ratas estudiadas. Finalmente,
puede concluirse que dosis de irradiacion de 22 Gy no parece ser

lesiva en la region lumbo-sacra de la médula espinal de ratas.
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ABSTRACT

The spinal cord is an organ that limitsradiation doses in radiotherapy

of nearby tumors.

Eventually, due to accidental overdose or individual hypersensibility,
a post-radiation myelopathy can occur that becomes clinically evident
with the manifestation of paresis, hypoesthesia, or paresthesias and,

occasionally, a very disabling lower motor neurone syndrome.

The aim of this is to evaluate through electrophysiological and
histopathological studies, the medular and/or root lesions produced
by a low single radiation dose of 22 Gy with photon X-rays in the
lumbosacral level of the spinal cord of 19 rats 4 months of age at 12

months after irradiation.

The electromyographic study of the gastrocnemius muscles did not
showed acute denervation activity (fibrilations, positive waves) after
irradiation. The different parameters (latency, amplitude and duration
of the compound motor action potencial of paw muscles after
stimulation of ciatic nervedid not showed statistical differences
between pre and post-irradiation asessment suggestingdamage to
motor neuronesof ventral horns ofthe spinal cord. Neither a post-
irradiation delay of the F wave latency was observed. If so, a possible

demyelination of anterior roots could be suspected.

The study of somatosensory evoked potentials with cephalic
superficial electrodes after medial plantar nerve stimulation between

control and radiated ratswas not statistically different. So, no
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significant alteration was detected in the conduction of the central

somestesic pathway.

These findings are in keeping with results of histopathologic and
immunohistochemical studies in the rat lumbosacral spinal cord. No
vascular, demyelination, or degenerative signs in neurones or glia
were observed. Among factors which might influenced absence of
evidences in the hypothesis support are the low radiation dose, the
short follow-up at time of assessment, and the reduced number of
animals studied. Finally, may be concluded that a 22 Gy single
dosedo not seem to be dangerous to the lumbosacral spinal cord of

rats.
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ABREVIATURAS

%0Co: Cobalto de numero atémico 60 que indica que es un atomo
radiactivo capaz de emitir particulas gama por poseer un neutron mas
en su nucleo.

CGRP: Calcitonin gene related peptide.

EDo: Dosis efectiva que afecta al 0% de la poblacion.

EDso: Dosis efectiva que afecta al 50% de la poblacion.

ED1o0: Dosis efectiva que afecta al 100% de la poblacion.

EEG: Electroencefalografia.

EMG: Electromiografia o electromiografico.

Gy: Un gray es la dosis absorbida en un elemento de materia, de
masa 1 kilogramo, al que las radiaciones ionizantes comunican de
manera  uniforme una energia de 1 joule o  julio.
1 Gy=1J/kg.

HE: Hematoxilina-eosina.

kV: kilovoltios.

LFB: Luxol Fast blue.

MeV: Mega electron voltios.

MR: Mielopatia post-irradiacion.

pus: microsegundos.

uV: microvoltios.

ms: milisegundos.

mV: milivoltios.

0504: tetraoxido de Osmio.

PBS: Phosphate buffered saline (tampon de fosfatos en solucion

salina.
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PES: Potenciales evocados somatosensoriales.

PMMA: Polimetilmetacrilato.
SNC:Sistema nervioso central.
SNP: Sistema nervioso periférico.

SP: sustancia P.
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1. INTRODUCCION
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La mielopatia post-irradiacion(MR) es wuna complicacion de la
radioterapia en diversos tipos de cancer desde que ésta se ha utilizado
como uno de los principales métodos terapéuticos. Debido a la
morbilidad y mortalidad asociada, el dano por radiacion a la médula
espinal ha sido el objeto de mas trabajos clinicos que cualquier otro
tejido no afectado por la neoplasia inicial y que ha sufrido dano por
radiacion. La médula espinal es probablementeel segundo o6rgano
(después de la piel) mas estudiado por los radidlogos (Schultheiss y

Stephens 1992).

La MR ha sido, y es hoy en dia, un evento que se presenta con poca
frecuencia en los pacientes que han recibido radioterapia para el
tratamiento de alguna neoplasia. Desde la primera publicacion sobre
el padecimiento, hace casi 70 anos (Ahlbom 1941), hasta las mas
recientes, senalan los casos que se han presentado, y se han descrito
como estudios de caso, precisamente por presentarse raras veces,
pero cuando esto ocurre, las repercusiones sobre la calidad de vida de
los pacientes se ve seriamente afectada, ademas de que la radiacion
per _se, ocasiona riesgos importantes de salud para ellos (Dynes y
Smedal 1960; Atkins y Tretter 1966; Reagan y col. 1968; van den
Brenk y col. 1968).

La importancia de este padecimiento no solo radica en la gravedad de
las consecuencias, que muchas veces son ocasionadas por
dosificacion inadecuada del esquema de la radioterapia, sino que,
independientemente del tipo de neoplasia que padecen, los pacientes

son de condicion muy variada, pues son de edades, paises y
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particularidades médicas distintas, ademas de otros factores. Es por
ello, que la gran mayoria de los trabajos se publican como estudios de

caso, pues cada uno de ellos es muy diferente a otro.

Generalmente, los primeros sintomas incluyen un déficit sensorial y
una sensacion disminuidade la temperatura, descoordinacion,
debilidad de las extremidades inferiores y una disminucion de la
propriocepcion. Cuando el paciente es mas consciente de los
sintomas, se presentan cambios en la marcha, dificultad para
caminar, paraparesis, sindrome de Brown-Séquard, espasticidad,
dolor, debilidad, hiperreflexia y varios grados de incontinencia; son
comunes el signo de Babinski, el signo de Lhermitte y una progresion
ascendente dependiendo del nivel de la médula que ha sido

irradiado(Schultheiss y Stephens 1992).

Varias complicaciones que afectan la médula espinal, la cauda equina
y el plexo lumbo-sacro se han asociado a la radioterapia. Dosis altas
de radiacion pueden ocasionar dano severo a la médula espinal y al
endotelio vascular en horas o dias, pudiéndose desarrollar una
mielopatia progresiva cronica de caracteristicas sensoriales y

autonomicas (van der Sluis y col. 2000).

1.1 Definicion

La MR se define como el dano producido a la médula espinal por la
radiacion ionizante (rayos X o rayos y en la mayoria de los casos). La
destruccion de la sustancia blanca y otros tejidos nerviosos es la
principal caracteristica patologica. Los sintomas clinicos de la MR
varian dependiendo del nivel y el area afectada de la médula espinal o

bien, de la extension de la lesion(Schultheiss y Stephens 1992).

Goldwein (1987) describe las modalidades que se presentan de este

sindrome:
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Paraplejia/Tetraplejia Aguda

Este sindrome se distingue de la MR progresiva cronica por la
instauracion aguda (en horas o dias) de un déficit neurolégico severo.
Se supone que es el resultado de un dano vascular inducido por

radiacion que culmina en un infarto en la médula espinal.

Enfermedad de Motoneuronas Inferiores

Este sindrome descrito por Greenfield y Stark en 1948, que es
extremadamente raro, se caracteriza clinicamente por atrofia
muscular, fasciculaciones y arreflexia sin alteraciones de la

sensibilidad ni de los esfinteres.

Mielopatia por Radiacion Transitoria Aguda

Esta forma, la mas comun de mielopatia, cuando afecta a la médula
cervical, con frecuencia se asocia a un signo de Lhermitte: descarga
eléctrica descendente por la columna al flexionar el cuello (Jones

1964).

Mielitis por Radiacion Progresiva Cronica

Esta es la lnica mielopatia del humano de la que existe confirmacion
patologica.La verdadera frecuencia es dificil de determinar y varia
entre menos del 1% (Reagan y col. 1968) y el 12,5% (Locksmith y
Powers1968) en las diferentes publicaciones. Las variaciones
dependen de varios factores incluyendo el periodo de tiempo

contemplado y de la seleccion de los pacientes.

La MR progresiva cronica se caracteriza por un periodo de latencia
durante el cual el paciente es asintomatico. Los sintomas se
presentan generalmente entre 9 y 15 meses después de la terminacion
de la radioterapia, como parestesias e hipoestesia termo-algésica. Hay
una progresion constante durante 6 meses que involucra a todos los

sistemas medulares (Schultheiss y col. 1984).
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1.2 Frecuencia/incidencia

La radioterapia de los neoplasias malignas frecuentemente llevan a
que se irradie el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso
periférico (SNP) lo que ocasiona la mielopatia. Entre los estudios para
determinar la incidencia de la misma se encuentran los de Atkins y
Tretter (1966) en 4 de 10 pacientes con carcinomas de pulmon,

traquea, esofago, Hodgkin (frecuencia=40%),.

En 1972,Palmer realiza una recopilacion de los trabajos mas
importantes a la fecha y muestra que la incidencia es del 0,8 al 10%.
Abbatucci y col. (1978) describen una incidencia de 12 casos de 1715
estudiados lo que da una proporcion de 0,6%; Wara y col. en 1975
observaron una incidencia de 42 casos de 284 estudiados (14,7%)
combinando pacientes irradiados en el segmento cervical y toracico de
la médula espinal. El trabajo de Fitzgerald y col. (1982) (6 de 45 casos)
muestra una incidencia de 13,3% de casos de mielopatia en pacientes
de carcinoma broncogénico primario. Marcusy Million en 1990 y
Jeremic y col. en 1991,estudiaron pacientes que recibieron dosis
mayores de 60 Gy y que presentaron mielopatia en la zona cervical
con una incidencia de 0,17% (2 de 1112) y 5,5% (4/72)
respectivamente. Una investigacion con pacientes tratados con
radiocirugia mostré que 6 pacientes de 1075 estudiados en una
clinica de Stanford, California, entre 1996 y 2005, presentaron
mielopatia tardia dando una proporcion de 0,5% en pacientes con
tumores benignos o malignos en la médula toracica media (Gibbs y

col. 2009).

A modo de tentativa para estimar la frecuencia con la que se presenta
la MR,se revis6 la literatura y se encontré6 que desde el trabajo
publicado por Ahlbom en1941 (4 casos), se han descrito mas de 500
casos. Algunos de los trabajos mas citados y con mayor numero de
casos descritos: Greenfield y Stark 1948; Dynes y Smedal 1960; Pallis

y col. 1961; Atkins y Tretter 1966; Reagan y col. 1968; Henry y col.
24
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1971; Palmer 1972; Burns y col. 1972; Sadowsky y col. 1976; Sanyal
y col. 1979; Fitzgerald y col. 1982; Lagueny y col. 1985; Gallego y col.
1986; Feistner y col.1989; Lamy y col. 1991;Bowen y col. 1996;
Higgins y col. 1997; Lalu y col. 1998; Esik y col. 1999;van der Sluis y
col. 2000;Mathis y col. 2007.

1.3Edad y sexo

La edad y el sexo no son factores determinantes de la MR, ya que
puede presentarse en todos los periodos de la vida adulta (Reagan y
col. 1968), pues lo que interviene principalmente es la afeccion
neoplasica inicial. Las edades de los pacientes en los estudios
revisados van de 16 hasta 81 anos (Bowen y col. 1996; van der Sluis y
col. 2000; Alfonso y col. 1997; Esik y col. 1999; Knap y col. 2007;
Mathis y col. 2007).

1.4Tipo de neoplasia irradiada

En mas de la mitad de los casos la neoplasia irradiada se encuentra
en la esfera otorrinolaringologica (faringe, hipofaringe, nasofaringe,
laringe, base de la lengua) (Boden 1948, 1950; Itabashi y col. 1957;
Alajouanine y c0l.1959, 1961; Dynes y Smedal 1960; Pallis y col.
1961; Kristensson y col. 1967; Reagan y col. 1968; Henry y col. 1971;
Burns y col. 1972; Alfonso y col. 1997) aunque también se han
presentado casos por cancer de tiroides (Lengyel y col. 2003); cancer
de pulmon (Fitzgerald y col. 1982; Ferrero y Obarrio 1965); tumores
espinales (Gibbs y col. 2009), feocromocitoma (de Carolis y col. 1986),
esofago, mediastino, toracicos, parodtidas (Knap y col. 2007),
linfoepitelioma (GomezCamello y Garcia Garcia2008), meduloblastoma
(Sadowsky y col. 1976); linfoma (Gallego y col. 1986) y carcinoma de
trompa de Falopio (Higgins y col. 1997).

En un apartado especial se encuentran los casos de seminoma,ya que

en varios de los trabajos publicados en relacion a la MR, este
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padecimiento se presenta con bastante frecuencia (Knap y col. 2007;
Greenfield y Stark 1948; Mathis y col. 2007;Lagueny y col. 1985;
Feistner y col. 1989; Lamy y col. 1991; Bowen y col. 1996;van der
Sluis y col. 2000; Bauduceau y col. 2003; Grunewald y col. 1992;
Mathis y col. 2007; Tallaksen y col. 1997; Horowitz y Stewart1983;
Kristensen y col. 1977). Hoy en dia se sigue utilizando la radioterapia

como tratamiento de eleccion.

Igualmente, otros trabajos muestran que existe una proporcion
importante de MR en lo que se refiere ala enfermedad de Hodgkin
(Mathis y col. 2006; Lagueny y col. 1985; Lamy y col. 1991; Lecky y
col. 1980).

No obstante, cuando las dosis se mantienen bajas, la MR no se
presenta (Garcia-Serra y col. 2005). Hoy en dia se presentan pocos
casos de MR al someterse a radioterapia por seminoma, aunque la
mayoria de los trabajos publicados son de los Estados Unidos,
Canada, Paises Europeos (Espana, Francia, Noruega, ex-Yugoslavia,
Reino Unido, Italia, Hungria), Australia, Corea, Japon, Israel e India
pero no se conoce la situacién en Latinoamérica, Africa o Asia, aparte
de los mencionados, por lo que no se puede evaluar los tratamientos
en esos sitios. De hecho, es muy probable que muchos casos de MR
sean mal diagnosticados y considerados dentro de otras enfermedades

neurologicas.

1.5Latencia

Existe un intervalo entre el final de la radioterapia y las
manifestaciones clinicas, que generalmente oscila entre los 10 y 24
meses, aunque se han descrito casos extremos, de tres meses
(Greenfield y Stark1948) y 24 anos (Grunewald y col. 1992). Asi, los
estudios senalan pacientes con tiempos sumamente variables de
latencia (Lengyel 2003; Gibbs y col. 2009; de Carolis y col. 1986;
Henry y col. 1971; Knap y col. 2007; Burns y col. 1972; van der Sluis
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y col. 2000; Gomez Camello y Garcia Garcia2008).

1.5.1Signos y sintomas

Aunque se han realizado varios intentos para categorizar los
diferentes sindromes de la MR (Reagan y col. 1968; Schultheiss y
col.1988; van der Kogel 1977a),los diferentes signos y sintomas
pueden ocurrir en casi cualquier combinacion, dependiendo de la
localizacion y la severidad de la lesion. Los sintomas avanzan a
diferente velocidad, aun para un determinado paciente (un caso
atipico de un paciente que estuvo estable durante 17 anos antes de
presentar subitamente una paralisis completa). Generalmente, los
primeros sintomas pasan desapercibidospor los pacientes. Entre ellos,
se encuentran una deficiencia sensorial en un solo miembro, ya sea
inferior o superior; una disminucion de la sensacién térmica,
debilidad y torpeza motora y disminucion de la propriocepcion. En
fases  posteriores aparecenalteraciones en la marcha y
hemiparesia.Los signos de la exploracion neurologica son: sindrome
de Brown-Séquard, espasticidad, dolor, debilidad, hiperreflexia y
varios grados de incontinencia. El signo de Babinski es bastante
comun. (Schultheiss y Stephens 1992; Greenfield y Stark 1948, Pallis
y col. 1961; Alajouanine y col. 1961; Henry y col. 1971).Otros autores
(Stoll y Andrews 1966; Maier y col. 1969)asociaron el sindrome clinico

a un dano producido por la radiacion en el plexo lumbosacro.

Aunque el signo de Lhermitte se asocia frecuentemente a la mielopatia
transitoria, éste acompana los sintomas de desarrollo tardio de la
mielopatia permanente con mas frecuencia de la que se detecta
(Dynes y Smedall1960). Usualmente, hay una progresion ascendente
de signos que llevan a la tetraplejia dependiendo del nivel anatoémico

de la irradiacion (Holdorff 1980).
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Los problemas de esfinteres son frecuentes y de mal prondéstico, y la
evolucion ascendente del sindrome sensitivo es normalmente menos
nitida que la de la afectacion motora (Henry y col. 1971).

La mortalidad actuarial por MR es del 55% a los 18 meses para la
lesion en médula cervical y del 25% a los 18 meses para la lesion a
nivel toracico, a partir de la presentacion de los sintomas

(Schultheiss y col. 1986).

Existe controversia acerca de la localizacion exacta de la lesion. La
radiacion produce una fibrosis retroperitoneal que secundariamente

lesiona el plexo lumbosacro (Klanal1974).

1.6 Diagnostico

Generalmente, los sintomas tempranos principales son parestesia y
debilidad muscular que comienzan en las piernas. Debido a que no
hay sintomas caracteristicos de MR, el diagnoéstico se hace cuando un

paciente satisface los criterios siguientes:

1. Deben descartarse otras etiologias. La causa mas comun de
mielopatia en un paciente con cancer es el avance de un tumor o
metastasis. Ademas, hay que descartar las enfermedades primarias

del SNC.

2. La presentacion de los sintomas debe ser consistente con la MR,
descartando los casos de sintomas en extremidades superiores en
ausencia de sintomas de las extremidades inferiores, o en aquellos

donde el dolor es el Ginico sintoma.

3. La dosis y tiempo de manifestacion del dano debe ser consistente
con una lesion por radiacion a la médula espinal. Una latencia de
menos de 6 meses es rara y los pacientes que recibieron menos de 50
Gy, no estan a riesgo de MR. Es necesario considerar si se ha dado
quimioterapia, antecedentes de dano neurologico o enfermedades
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vasculares. Las proteinas del liquido cefalorraquideo se encuentran
ligeramente elevadas; la proteina basica de mielina y los linfocitos
estan elevados (Schultheiss y col. 1995). Las velocidades de
conduccion espinales se encuentran disminuidas (Dorfman y col.
1982, Snooks y Swash1985) y aunque la evaluacion neurologica
muestre sintomas como los descritos, hay que poner atencion a la
observacion del signo de Babinski y al posible diagnoéstico de Guillain-
Barré. Sin embargo, una mielopatia por radiacion de progreso lento es
dificil de distinguir de cualquier otra mielopatia de origen

desmielinizante.

1.7Anatomia patologica

Las lesiones de la MR se han estudiado por diversos autores:Ahlbom
1941;Boden 1948; Greenfield y Stark 1948; Itabashi y col. 1957;
Malamud y col. 1954; Dynes y Smedal 1960; Alajouanine y col. 1961;
Kristensson y col. 1967; Coy y col. 1969; Castaigne y col. 1970.

Stevenson y Eckhardt (1945) enfatizan la desmielinizacion masiva de
los fasciculos antero-laterales y posteriores con pequenas fosas de
necrosis. Estas se presentan en la sustancia blanca que es donde
ocurren las modificaciones mas importantes, ya que la sustancia gris

casi no se afecta.

Boden (1948) destaca la importancia de las lesiones vasculares como
engrosamiento de las fibras de las arteriolas y una disminucion de la
luz wvascular. Malamud y col.(1954) senalan las petequias
hemorragicas surgidas por la desintegracion celular con algunos
vasos intra-medulares engrosados por los depositos de sustancia
fibrinoide tenibles en color malva con hematoxilina-eosina, pero no se

adhieren a la sustancia amiloide.

Alajouanine y col.(1961) senalan la presencia de capas de una

sustancia homogénea de un aspecto pseudo-amiloide.

En resumen, las lesiones principales son:
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Predominancia de lesiones en la sustancia blanca.

Presencia de una sustancia amorfa pseudo-amiloide de
localizacion perivascular.

Reaccion de gliosis marginal con proliferacion de astrocitos y de
fibroblastos anormales.

Alteracion de la pared vascular con engrosamiento e
hialinizacion que produce un estrechamiento de la luz y a veces
una trombosis completa.

Modificacion del numero y forma de los vasos que le confieren
un aspecto telangiectasico y ocasionalmente aparece con
hemorragias petequiales.

En conjunto, la sustancia gris esta mas comprimida por las
lesiones de cordones vecinos que destruidos realmente, sin
embargo, existe dano de las células del asta anterior. También
se ha observado una degeneracion walleriana adyacente a la
zona de necrosis.

La mayoria de las patologias que resultan de la radioterapia son
cervicales, pero el numero de las irradiaciones toracicas y de
mediastino no son despreciables; las complicaciones
mielopaticas dorsales son mas raras.

Los sitios afectados mas frecuentes son:

La meédula cervical, ya que la dosis recibida es en general
superior a la absorbida por el segmento dorsal: en promedio, 62
Gycontra 43 Gy. Por otro lado, la vascularizacion medular juega
un papel determinante. El examen anatomo-patolégico muestra
la importancia de las lesiones vasculares a nivel de la médula
irradiada y por otro lado, son los tejidos mejor vascularizados
los que presentan la mayor sensibilidad. Estudios
experimentales han mostrado que esta radiosensibilidad puede
estar fuertemente disminuida por una anemia o por una
reduccion del riego sanguineo al tejido irradiado, y que en los

enfermos que fueron irradiados en presencia de oxigeno
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hiperbarico a 4 ATM,aumentaba el riesgo de que sobreviniera
una MR(van den Brenk y col. 1968).

Muy precozmente, los investigadores intuyeron el papel
preponderante que jugaban las lesiones vasculares (Malamud y
col. 1954; Kristensson y col. 1967). En la actualidad, esta
plenamente establecido que la isquemia producida por la
degeneracion de las paredes vasculares y la estenosis de luz,
junto con los problemas de permeabilidad vascular, son factores

determinates en la extravasacion de las proteinas plasmaticas.

Esik y col. (1999) en un estudio detallado de necropsia de
unapaciente con MR,encuentra desmielinizacion, pérdida de
axones, dano a la médula cervical, dano vascular minimo,
engrosamiento de paredes vasculares y degeneracion
secundaria de ambos fasciculos piramidales. La irradiacion fue
de 61 Gy y la paciente mostré signos notables de mejoria de la

mielopatia 9,5 anos después de la presentacion de los sintomas.

1.8 Caracteristicas patologicas de la mielopatia post-

irradiacion

Hallazgos generales

Generalmente, la médula espinal danada puede estar inflamada o, a
veces, atrofica, o puede verse normal cuando el area afectada es
limitada. Se observan licuefaccion, hemorragia o cambios quisticos en

el centro de la sustancia blanca irradiada.

Las meédulas espinales que han sufrido dano se vuelven duras y las
meninges usualmente se engruesan (Schultheiss y Stephens1992). La
sustancia gris casi siempre se encuentra respetada.No hay diferencias
esenciales entre las lesiones humana y experimental. En las lesiones
del parénquima, la sustancia blanca es la que esta principalmente

involucrada, y la sustancia gris se afecta de forma secundaria cuando
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las lesiones de la sustancia blanca son lo suficientemente severas. Los
cambios patologicos en la MR se dividen en dos categorias generales:
lesiones de la sustancia blanca y lesiones vasculares dependiendo del
principal tejido dafniado, aunque las dos se encuentran frecuentemente

coincidentes (van der Kogel 1985).

Una lesion de la sustancia blanca no se acompana de una lesion
vascular cuando se desarrolla precozmente después de la irradiacion
(necrosis tempranade la sustancia blanca). Los hallazgos comunes en
la lesion de la sustancia blanca que se observan en ambos casos
clinicos y modelos experimentales se detallan en la Tabla I. E1 cambio
esencial es la destruccion de la mielina y de las fibras nerviosas. Esta
empieza a nivel de las fibras nerviosas individuales y luego se
disemina y se funde; finalmente, resulta en lesiones necroticas

coagulativas o licuefactivas (Mastaglia y col. 1976).

Tabla I. Lesiones de la sustancia blanca en la mielopatia post-
irradiacion.

1. Degradacion de la mielina de fibras nerviosas aisladas
2. Degradacion de la mielina de grupo de fibras nerviosas
(espongiosis)
3. Necrosis/malacia “inactiva”
a) espongiosis, esferoides
b) cicatriz
4. Necrosis/malacia “activa”
a) necrosis/malacia coagulativa
b) necrosis/malacia licuefactiva
i) amorfa
ii) campos de células espumosas
iii) quistica
5. Necrosis/malacia hemorragica

Tomada de Schultheiss y Stephens 1992.

Las lesiones vasculares se desarrollan generalmente después de un
largo periodo de tiempo, mayor que en el que aparecen las lesiones de
la sustancia blanca. En el dano vascular tardio,la lesion vascular se

localiza en la sustancia blanca y, ocasionalmente,no se presentan
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cambios parenquimales. La irradiacion con dosis bajas es insuficiente
para la induccion de una lesion de sustancia blanca debido a la
diferencia de radiosensibilidad entre el endotelio vascular y las células
gliales. Los cambios vasculares no estan necesariamente
acompanados por alteraciones endoteliales, tales como Ila
hipercromasia, la inflamacion, anisocariocitosis o hiperplasia (van der
Kogel 1985). Aunque no hay vasculopatias especificas para la MR, la
combinacion de lesiones vasculares y degradacion de la mielina o
necrosis/malacia en muchos casos de humanos (Schultheiss y col.
1988) y de primates (Morris y col. 1992),es caracteristica de la MR.
Las lesiones vasculares encontradas en la médula espinal irradiada se
exponen en la Tabla II(Okada y Okeda 2001).No son los unicos
cambios, se acompanan de otras lesiones vasculares que se observan

en esta tabla.

Tabla II. Vasculopatias en la mielopatia post-irradiacion

. Vaso sanguineo morfologicamente intacto
. Vascularizacion alterada

. Telangiectasia o dilatacion vascular

. Degeneracion hialina y engrosamiento
. Edema y exudacion de fibrina

. Fibrosis perivascular e inflamacion

. Vasculitis

. Degeneracion fibrinoide /necrosis

. Acumulacion de eritrocitos o trombosis
10. Hemorragia

Tomada de Okada y Okeda 2001

OO NOU P~ WN +—

Se ha observado una discreta respuesta astro y microgial en la
sustancia blanca de la MR(van der Kogel y Barendsen1974; Hubbard
y Hopewell 1979; Delattre y col. 1988; Schultheiss y col. 1990,
Schultheiss y col. 1994; Morris y col. 1996; Miyagawa y col.
1996;0kada y col. 1998), particularmente inflamacion.En los casos
leves de dano de la sustancia blanca (degradacion de la mielina de las
fibras nerviosas), esta ausente.Se ha observado que las alteraciones

del funcionamiento en la médula espinal estan causadas por la
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deplecion de las células neurogliales y los oligodendrocitos (para la
meédula espinal y de las células de Schwann para las raices nerviosas)

y se considera que son las dianas principales (Stewart y col. 1995).

Por otro lado, para determinar hasta donde es el endotelio vascular o
las células gliales progenitoras las dianas responsables de la necrosis
tardia de la sustancia blanca, Morris y col. (1994) llevaron a cabo
trabajos para radiar selectivamente el endotelio vascular
administrando intraperitonealmente un compuesto de Boro [BSH
(Na(2)B(12)H(11)SH] seguido de irradiacion local con mneutrones
térmicos, pues se sabe que la barrera hemato-encefalica excluye al
BSH del parénquima del SNC. Se observo que las diferencias en la
supervivencia delos progenitores gliales estaban directamente
relacionadascon la distribucion de la dosis en el parénquima, lo que
indica la importancia de la dosis al endotelio vascular como el evento
primario que lleva a la necrosis de la sustancia blanca (Morris y col.

1994; Coderre y col. 2006).

Aunque las vasculopatias asociadas con el dano por radiaciéon
aparentemente ocurren tanto en arterias como en venas, ciertas
caracteristicas sugieren un dano preferencial a venas (Schultheiss y
col. 1995). Se ha visto que en un modelo experimental de monos con
sintomas neurologicos de MR, éstos consistentemente tenian lesiones
en el tracto corticoespinal lateral,el cual se sabe que se afecta por las

lesiones venosas (Schultheiss y col. 1990).

Algunos investigadores, utilizando técnicas de imagen, ofrecen un
panorama que muestra tanto los aspectos patologicos, como las
reacciones en los distintos niveles de la médula espinal y la forma en
que la radiacion afecta los tejidos nerviosos, incluso proponiendo
alternativas en el tratamiento de estas patologias (Esik y col. 1999;
Lengyel 2003; Lengyel y col. 2003; Gomez Camello y Garcia
Garcia2008; Komachi y col. 1995).
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1.9Tolerancia a la irradiacion

Desde los primeros trabajos descritos se han venido sugiriendo los
umbrales para la irradiacion del tejido nervioso (Pallis y col.1961;
Maier y col. 1969; Ellis 1971; Schiedt y Kristensen1978; Sanyal y
col.1979). Se ha recomendado una dosis media de 40 Gy para la
region toracico-lumbar en 20 fracciones en un tiempo de 28 dias con
60Co para evitar la debilidad de las extremidades inferiores (Maier y
col. 1969). La estimacion de la radiacion recibida por el tejido neural
depende de muchos factores incluyendo el niumero de fracciones y el
intervalo entre ellos. La dosis nominal estandar propone racionalizar
la dosis radioterapéutica respecto al tamano de la dosis y el

intervalo:Dosis total=dosis nominal estandar(N0-24*T0.11)donde N

representa el numero de fracciones y T el tiempo total en dias (Ellis

1971).

El umbral para la médula espinal se haestimado en alrededor de 40
Gy en 25 fracciones(Combes y col.1975; Wara y col.1975; Rheinhold y
col. 1976).

Boden intent6 en 1948,definir la tolerancia para la médula cervical y
concluy6 que 35 Gy para campos mayores a 15 cm y 45 a 50 Gy para
campos de menos de 10 cm, era adecuado, pero Pallis y col. en
1961,consideraron altos los valores y senialaron que 42 Gy era algo

aceptable.

Atkins y Tretter (1966) indicaron que 47,5 Gy eran bien tolerados en
25 fracciones y Phillips y Buschke (1969) concluyeron que la
tolerancia de la médula espinal era de 50 Gy en 25 fracciones en 5

semanas.
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En trabajos revisados para identificar las dosis recibidas por los
pacientes de MR, éstas fluctuaron entre 42 y 62 Gy (Lengyel 2003;
Fitzgerald y col. 1982; Boden 1948; Pallis y col. 1961; Atkins y Tretter
1966; Gibbs y col. 2009; de Carolis y col. 1986; Reagan y col. 1968;
Henry y col. 1971; Knap y col. 2007; Burns y col. 1972; Grinewald y
col. 1992; Wong y col. 1994; Gomez Camello y Garcia Garcia2008; van
der Sluis y col. 2000).

No se dispone de datos suficientes para determinar la tolerancia de
estimaciones equivalentes de la cauda equina en el hombre. Sin
embargo, se ha observado una radiculopatia necrotizante progresiva
en la cauda equina de rata con una dosis aproximada de 20-60 Gy

(van der Kogel 1979).

1.10Influencia de la dosis

Muchos investigadores han buscado una dosis tolerable de radiacion,
esperando reducir el numero de casos de MR (Boden 1948; Pallis y
col. 1961;Ellis 1971; Marcus yMillion1990). El riesgo de MR se ha
estimado en menos del 0,5% si la espina dorsal recibi6é una dosis total
de 45-50 Gy en fracciones diarias de 1,8-2 Gy y se ha estimado que la

dosis fraccionada convencionalmente que causa el 5% de incidencia

(EDso) es probablemente de 68 a 73 Gy(Schultheiss y col. 1990).

Los grados de denervacion también son muy variables y los estudios
electrofisiologicos casi siempre se muestran normales contribuyendo a
constatar la complejidad de esta entidad (van der Sluis y col. 2000).
Evidentemente, los factores que mas interesan y preocupan no solo en
la MR, sino en el tratamiento de las neoplasias en general, es la
administracion de la radioterapia, principalmente la dosis, el
fraccionamiento y el tiempo en el que se debe proporcionar. Los
trabajos de varios investigadores son una muestra de la relevancia y

continuamente se llevan a cabo estudios que permiten afinar los
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tratamientos (van Luijk y col. 2005; Phillipens y col. 2004; Kirkpatrick
y col. 2010). Ya en 1987, Goldwein proponia que la MR era el
resultado de errores técnicos en el posicionamiento de los campos de

tratamiento.

1.11 Fraccionamiento, tamaio de fraccion y tiempo

total

Experimentalmente, es evidente que el fraccionamiento incrementa la
EDso(que es la dosis efectiva para el 50% de la poblacion expuesta o
50% de respuesta a una determinada dosis recibida por una
poblacion) y prolonga el periodo de latencia de la MR (van der Kogel y
Barendsen 1974; Goffinet y col. 1976; White and Hornsey 1978; Leith
y col. 1982; van der Kogel 1985, 1991) porque la reparacion del dano

subletal ocurre entre fracciones.

1.12 El efecto del fraccionamiento
El efecto del fraccionamiento esta influido por el tiempo total del
tratamiento, el tiempo entre la primera fraccion a la tltima fraccion, el

numero de fracciones y la dosis por fraccion (Jeremic y col.1991).

El volumen irradiado influye en la EDso pues cuando se irradian
grandes volumenes, la EDso y el periodo de latencia disminuyen en
relacion a la presentacion de los signos neurologicos. Recientemente,
se ha observado que utilizando el fraccionamiento convencional de
1,8-2 Gy/fraccion a todo el grosor de la médula, el riesgo estimado de
mielopatia es de <1% y <10% a 54 Gy y 61 Gy, respectivamente, con
una fuerte dependencia de la dosis/fraccion (a/p=0,87 Gy)

(Kirkpatrick y col. 2010).

1.13Nivel de irradiacion de la médula espinal

El segmento de la médula espinal irradiado asi como su longitud, van

conformando el panorama de las variables mas reconocidas hasta hoy
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(Coy y col. 1969), considerando la influencia de la genética como
factor de susceptibilidad y senalando la frecuencia con la que se
presentan la debilidad de los miembros inferiores (Sadowsky y col.

1976).

Trabajos posteriores muestran una descripcion que contemplan la
debilidad, la atrofia muscular, la pérdida de los reflejos y las
fasciculaciones en las distribuciones segmentarias que corresponden
a las regiones donde se ha recibido la radiacion. Entre aquellos que
muestran la sensibilidad de las diferentes regiones de la meédula
espinal esta el de Bradley y col. en 1977, donde senalan que las
regiones cervical y toracica son mas sensibles que la lumbosacra, asi

como el que las raices posteriores lo son mas que las anteriores.

El tipo y la localizacion del dano dependen del nivel de la médula
espinal donde se recibi6 la irradiacion (van der Kogel y Barendsen
1974; van der Kogel 1977ay 1977b). Después de la irradiacion de la
meédula espinala nivel toracico y cervical o a la parte superior lumbar,
generalmente se desarrolla la necrosis de la sustancia blanca. ¢Qué
funiculo se afecta preferentemente en la necrosis de la sustancia
blanca?, depende del nivel en el que se ha irradiado la médula

espinal.

Cuando se irradia la médula espinal a nivel toracico-lumbar, la
necrosis de la sustancia blanca del funiculo lateral y anterior del ser
humano y la ventral del roedor,es la que ocurre con mas frecuencia
(Leith y col. 1975; Miyagawa y col. 1996;0kada y col. 1998; van der
Kogel 1991). La severidad del dano al cordéon disminuye gradualmente
en direccion caudal, probablemente debido a la disminuciéon en el
diametro del cordon (van der Kogel 1991). En la espina dorsal lumbar
baja y la region sacra, la caracteristica patologica dominante es la
necrosis de las raices nerviosas (radiculopatia)(van der Kogel y

Barendsen 1974).
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Un estudio de interés es el realizado por Dorfman y col. en 1982
donde se estimo6 la velocidad de conduccion somatosensorial espinal
en individuos que habian recibido radioterapia. Se observo que la
velocidad de conduccion  somatosensorial espinal estuvo
correlacionada con el tiempo del tratamiento y el numero de
fracciones, y se sugirio que la radioterapia podria producir disfuncion
espinal subclinica y que se podian también monitorizar
fisiologicamente los efectos mielopaticos de la radioterapia a través de

mediciones electrofisiologicas.

1.14Estudios experimentales de mielopatia post-

irradiacion en ratas

Los estudios de MR en ratas se han realizado con el objetivo de
determinar, por un lado, las dosis de tolerancia de la médula espinal,
y por otro, los efectos sobre los distintos segmentos de la misma, asi
como las latencias de aparicion de los sintomas. Entre los resultados
principales de los estudios se ha observado que con dosis entre 35 y
65 Gy con irradiacion de rayos X, la paraplejia, al irradiar la zona
toracica, se presentaba entre 127-150 dias y la meédula espinal se
dano severamente, pero las raices eran respetadas; en la zona lumbar
la paraplejia se detectaba entre los 83-211 dias. Las motoneuronas
alfa practicamente no se afectaban y la médula presentaba un dano
leve o moderado a la sustancia blanca, pero el dano mas severo se
observo en las raices del segmento lumbo-sacro. Las raices posteriores
se afectaban mas que las anteriores. Asi, se identifico que la médula a
nivel toracico era mas susceptible que a nivel lumbosacro, pero que
las raices a este nivel eran mas susceptibles que a nivel toracico
(Bradley y col. 1977; Ang y col. 1983; Lo y col. 1992;Geraci y Mariano
1994; Bijl y col. 2005).
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En cuanto a los trabajos realizados de forma experimental en
animales, el deLo y col. (1992) es importante en relacion al realizado
en esta tesis, ya que ellos utilizaron un modelo de ratén para evaluar
el dano por radiacion después de dosis Unicas de 12 a 75 Gy. El
segmento irradiado fue de T9,10-L4,5y se encontrdé que: a) la dosis
requerida para paralizar el 50% de los animales (EDso) fue de 19,79,
20,77, y 28,85 Gy para una paralisis leve, parcial y completa
respectivamente, evaluada de 200 a 360 dias después de la
irradiacion; b) el mayor dano fue progresivo pero no fue
necesariamente asi: después de dosis hasta de 28 Gy de observo
recuperacion ocasional; c) la latencia dependio de la dosis y del nivel

del dano. Después de dosis alrededor de la EDsp, la paralisis ocurrio

entre los 180 y los 300 dias; d) hubo fluctuaciones importantes en la
relacion latencia-dosis a dosis menores de 35 Gy. Por lo que la
latencia puede no ser siempre un punto de referencia fiable para
comparar los efectos biologicos de la radiacion en este rango de dosis;
e) la radiosensibilidad de la médula espinal del raton fue similar a la
de la rata; f) histologicamente, la desmielinizacion fue la lesion
dominante en los animales paralizados y se concluy6 que el raton era
buen modelo, siempre y cuando el segmento irradiado fuera de 2,2 cm

de longitud.

En experimentos llevados a cabo en ratas donde el segmento irradiado
fue de 1 cm, con dosis entre 16 y 150 Gy y el seguimiento fue de 16

meses para determinar el efecto de dosis-respuesta, se observo que el
periodo de latencia dependi6 de la dosis en el rango entre EDo a la
EDioo. En el rango de EDiocoa 1,5 vecesla EDioo,lalatencia fue
independiente de la dosis.Y cuando fue de mas de 1, S veces la dosis
de ED100, la latencia fue dependiente de la dosis. Histologicamente, se

observo dano vascular y desmielinizacion en el segmento irradiado de
todos los animales con paralisis. En la primera region dosis-

dependiente (EDo a ED1oo) se encontré una distribucion bimodal de los
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periodos de latencia(rango de 18 a 22 Gy). El primer pico de
incidencia de paralisis ocurri6 a los S meses y el segundo a los 12-13
meses después de la irradiacion. En el rango de EDioo a 1, S veces
esta dosis (rango de 24 a 30 Gy) solo se observo el pico de incidencia

de paralisis que ocurre a los 5 meses(Geraci y Mariano 1994).

Asscher y Anson (1962) irradiaron ratas Wistar en las regiones
cervical y toracica superior.Destacaba la importancia de la etiologia
del dano vascular en la radionecrosis. Ambas regiones de la médula
de ratas normotensas e hipertensas se irradiaron con 15, 20 y 30 Gy
con rayos X de 220 kV. En los grupos hipertensos, la mayoria de los
animales murieron repentinamente, aun después de recibir la dosis
mas baja de 15 Gy, con o sin ataxia, y con latencias muy variables (1-
8 meses). Las médulas de estos animales mostraron lesiones
vasculares con necrosis fibrinoide y trombosis de las arterias
espinales. Ninguno de los animales normotensos, sacrificado como
control siempre que moria una rata hipertensa, mostré dano alguno.
Esto demuestra la importancia del sistema vascular en el desarrollo

del dano por radiacion.

Investigadores del Laboratorio Nacional de Brookhaven llevaron a
cabo estudios con altas dosis de radiacion (29-54 Gy) proporcionadas
al segmento toracico de la médula espinal y entre los hallazgos, se
encuentra el hecho de que después de una dosis Unica de 35 Gy a los
segmentos T2-T4, la paralisis se desarrolldo después de una latencia
promedio de 200 dias (rango: 166-277 dias). Sorprendentemente, la
misma dosis al segmento toracico-lumbar completo, mostro latencias
de 150 a 270 dias con el mismo valor promedio. Una dosis
ligeramente menor de 29 Gy al pequeno campo toracico indujo
paralisis después de una latencia promedio de 248 dias (174-309),
sugiriendo una relacion inversa de dosis y periodo de latencia. Los
primeros signos de necrosis fueron focales, con una degradacion casi

simultanea de mielina, axones y glia. En la médula toracica superior
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se apreci6 una propension por las vias anterolaterales, mientras que
cuando se afectaban las columnas dorsales, era cuando se presentaba

necrosis masiva (Innes y Carsten 1961; Carsten y Zeman 1966).

Las vias corticoespinales y las raices nerviosas se conservaron bien.
La sustancia gris y las meninges mostraron pocos cambios y las
lesiones vasculares no fueron muy pronunciadas durante los primeros
5 meses después de la irradiacion de los segmentos cervicales y
lumbares de ratas irradiadas con dosis Unicas entre 1 y 60 Gy
(Mastaglia y col. 1976). Las lesiones vasculares no fueron muy
pronunciadas durante los primeros 5 meses después de la irradiacion
de los segmentos cervical y lumbar de la médula espinal.Los detalles
histopatologicos se describieron empleando microscopia electronica y
técnicas de marcado de los nervios. La degeneracion de la mielina con
un ensanchamiento nodal y una degradacion paranodal, seguida de
signos de hinchazon axonal y desintegracion diseminada de la vaina
de mielina, son los signos principales. Estos cambios ocurrieron de
forma temprana, tanto como 2 semanas post-irradiacion, y se
incrementaba con tiempos mas largos y dosis mas altas. Se aprecio

mas afectacion a las columnas ventrales y las dorsales superficiales.

A los 3 meses se presentaron claros signos de desmielinizacion. La
importancia de este estudio es la demostracion de que los cambios
tempranos relacionados con la mielina se observaban aun a dosis tan
bajas como 5 a 10 Gy, proveyendo un substrato para el clinicamente
importante signo de Lhermitte, después de la irradiacion de
segmentos grandes de la médula espinal como en la enfermedad de
Hodgkin. Este fendémeno transitorio esta asociado a la
desmielinizacion difusa, que ha sido descrito como un sindrome de
somnolencia después de un tratamiento con radio y quimioterapia de
las lesiones cerebrales. Ademas, estas observaciones muestran que los
eventos relacionados con la deplecion celular se pueden detectar
después de dosis bajas y que el umbral o la tolerancia de las dosis

estan relacionados con un malfuncionamiento general.

42



Electrofisiologia e Hispatologia de la Mielopatia Post-irradiacién en Ratas

Un factor importante es que se irradiaron segmentos relativamente
pequenos en estos estudios (5 mm en zona cervical; 10 mmen zona
lumbar), y se ha demostrado que el volumen es una variable de
consideracion en las relaciones dosis-respuesta y en la patogénesis de

la MR (Hopewell y col. 1987).

Como en la mayoria de los primeros estudios, el nivel de dosis elegido
estaba por arriba de induccion de la paralisis, que estaba alrededor de
20 Gy en dosis Unica. Los animales que se irradiaron en la zona
toracico-lumbar mostraron un amplio rango de tiempos de
presentacion de la paralisis (83-211 dias) (Bradley y col. 1977).
Histologicamente, todos los animales sacrificados de 3 a 4,5 meses
mostraban necrosis extensa de las raices nerviosas dorsales. A pesar
de la dosis alta, la mayoria de las médulas espinales tenian apariencia
normal. En los animales sacrificados entre 4,5 y 7 meses las raices

ventrales también mostraban bastante dano.

Después de irradiar con dosis Unicas entre 22 y 40 Gy, se desarrollo
necrosis entre 1 y 2 meses en las raices ventrales. La ocurrencia de
paresis correlacion6 con el desarrollo de la necrosis de las raices
ventrales ya que la mayoria de las fibras motoras estan localizadas en
estas raices. En la parte terminal lumbar y lumbo-sacra de la médula
espinal ocurre algo notable, pues en los estudios de Bradley y col.
(1977), van der Kogel y Barendsen (1974) y van der Kogel (1979), se
observo una disminucion de la severidad del dano del cordon
conforme se desplazaba en sentido caudal. En la mayor parte del
cordon lumbar a nivel de las vértebras T12-L1, el dano estaba
restringido a las vias ventrolaterales cerca de las zonas de salida de
las raices ventrales. A niveles mas caudales, no solamente disminuye
el diametro rapidamente, sino que el dano que se detecta, esta
Unicamente en la cauda equina. Asi que después de la irradiacion de
la médula espinal por debajo de las vértebras L1/L2, la caracteristica
patologica dominante es la necrosis de las raices (radiculopatia) lo que

esta en contraposicion con lo que sucede en los segmentos cervical y
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toracico. Aunque Bradley y col. (1977) describen un engrosamiento de
los vasos de las areas necroticas, las trombosis o los cambios de las
paredes vasculares no se detectaron y las arterias espinales estaban
normales. A dosis mayores se observan incrementos en la

permeabilidad vascular y necrosis.

En estudios posteriores (Stewart y col. 1995) en donde se evaluaba el
dano producido por 25 Gy de radiacion con rayos X en la seccion
cervical de la médula espinal a nivel vascular, utilizando un marcador
de funcionalidad de la barrera hemato-encefalicacon peroxidasa de
rabano (HRP), se observd que a 93 dias después de la irradiacion, se
notaba una extravasacion extensiva de la HRP a 114 dias en la
sustancia blanca pero no en la sustancia gris. El dafio por radiacion a
las células endoteliales, que forman la barrera hemato-encefalica
antes de la presentacion del déficit neurologico juega un papel clave

en la patogénesis de la sustancia blanca.

Los estudios mas recientes de radiosensibilidad muestran que, atn en
la propia region cervical de ratas, hay diferencias en cuanto a
tolerancia de la radiacion mostrando que la sustancia blanca lateral
es mas sensible que la parte central y la sustancia gris practicamente

no se altera aun a dosis tan altas como 80 Gy (Bijl y col. 2005).

Phillipens y col. (2004) determinaron que se presentaba una mayor
radiosensibilidad para las raices nerviosas lumbares que para la
sustancia blanca a nivel toracico. Adamus-Gorka y col. en 2008
observaron que la probabilidad de inducir una mielitis por radiacion
es dependiente del volumen en la region cervical mientras que en la
region toracica no se observo efecto alguno relativo al volumen.
Sugirieron que podria haber una radiosensibilidad intrinseca causada
por la diferente cantidad de sustancia blanca en las difeentes regiones

de la médula espinal.

Asi, se puede determinar que la MR es principalmente una lesion de la

sustancia blanca inducida por la radiacion ionizante después de un
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cierto periodo de latencia. Involucra las fibras mielinizadas y los vasos
sanguineos y los funiculos laterales se afectan de manera preferente.
Varios factores como la dosis de radiacion y el fraccionamiento,
modifican el tiempo en que se presenta y su severidad. Aunque las
células gliales y el endotelio vascular son las principales dianas y
juegan un papel determinante en el desarrollo de MR, Ilas
investigaciones experimentales apoyan el hecho de que el dano
vascular producido por la radiacion y que origina como resultado una
hiperpermeabilidad vascular y exudacion venosa, es un proceso clave.
Los efectos de la radiacion ionizante en cada componente celular y su
contribucion a la MR son problemas que aun quedan pendientes de
resolver (Burns y col. 1972; Berlit y Swchheimer 1987; Okada y
Okeda 2001).

1.15 Estudios en animales sobre efectos de dosis-

volumen en la médula espinal

Generalmente, se supone que la dosis de tolerancia para muchos
tejidos normales, aumenta cuando se disminuye el volumen irradiado
de ese tejido. Es importante discriminar entre la tolerancia estructural

del tejido y la tolerancia funcional.

La tolerancia estructural del tejido depende de la sensibilidad a la
radiacion celular y de la habilidad de las células clonogénicas, dentro
de un volumen definido para mantener la poblacion de células
maduras por encima de un nivel critico. La tolerancia funcional
depende de hasta donde el 6rgano como untodo puede contribuir a su
funcion. Esto esta determinado por la organizacion del tejido como por
la sensibilidad celular. E1 comportamiento de la dosis de tolerancia
como una funcién del volumen irradiado es fuertemente dependiente

del organo(Hopewell y Trott 2000).
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Cuando se estudian los efectos de dosis-volumenes en la médula
espinal es de vital importancia determinar una respuesta bien
definida. En la mayoria de estudios de efectos de dosis-volumen en la
médula espinalla respuesta es la paralisis inducida por radiacion. En
el modelo de rata, ésta siempre se debe a la necrosis de la sustancia
blanca cuando ocurre dentro de los 210 dias después de la irradiacion

(van der Kogel 1979; Phillipens y col. 2004).

Una indicacion mas precisa de la importancia del tamano del
segmento, provino de estudios para la determinacion de los valores de
EDso para ratas que desarrollaban paralisis en menos de 30 semanas
de irradiacion o que mostraban signos neurologicos o evidencia
histologica de dano por irradiacion que ocurriera después de periodos
de latencia de mas 30 semanas. Estos puntos terminales estuvieron
relacionados en un principio a la necrosis de la sustancia blanca y a
un dano vascular general, respectivamente. Para la paralisis que se
presentaba en mas de 30 semanas, la EDsp se incremento
notablemente de 21,5+0,3 Gy para un campo de 16 mm, a 50,98+2 28
Gy cuando se irradiaban 4 mm de longitud de la médula. Para las
lesiones vasculares se encontro solo una variacion pequena en la EDsp
de 20,0%+0,5 Gy a 25,58%2,78 Gy para campos de 16 y 4 mm,

respectivamente (Hopewell y col. 1987).

La informacion disponible para animales y humanos que fueron re-
irradiados sugieren que existe una recuperacion parcial del dano
subclinico del dano inducido por radiacién que se vuelve evidente
aproximadamente a los 6 meses post-irradiacion y se incrementa en
los siguientes dos anos, pero los datos a largo plazo son insuficientes
para calcular un relacion dosis-volumen para la mielopatia cuando
una parte de la médula se trata con un régimen hipofraccionado

(Kirkpatrick y col. 2010)
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El estudio realizado por van Luijk y col. en 2005(b) donde prueban
varios modelos de dosis-volumen respecto a la ocurrencia de necrosis
de la materia blanca, concluye que en la médula espinal de rata, un
mecanismo de reparacion no-local que actua del tejido no-irradiado al
irradiado, juega un importante papel en la prevencion de la necrosis

de la sustancia blanca después de la irradiacion.

1.16 Necrosis de la sustancia blanca
Las opiniones acerca de la patogénesis de la necrosis de la sustancia
blanca en la literatura se han enfocado ya sea a un origen primario

glial 0 a un origen vascular primario o a una combinacion de ambos

(van der Kogel 1979).

La necrosis de la sustancia blanca se caracteriza por desmielinizacion,
pérdida de axones, necrosis focal y necrosis licuefactiva, después de

dosis unicas = 20 Gy (van der Kogel 1991).

En la parte inferior del rango de dosis, las lesiones pueden
permanecer como focos diseminados. Después de dosis mayores los
focos individuales se expanden rapidamente y se fusionan en areas
necroticas mayores, mostrando que la extension de la necrosis de la
sustancia blanca es menor en un volumen grande (16mm) que en
volumenes pequenos (8 y 4 mm) a dosis isoefectivas para dano
neurologico. En anos recientes esta mas claro que las células
endoteliales y las células gliales no son las unicas dianas y
componentes en el proceso que eventualmente resulta de la necrosis
de la sustancia blanca. Durante el periodo de latencia que precede a
los signos neurologicos hay una fase activa donde sustancias
vasoactivas, citoquinas y factores de crecimiento juegan un papel
importante en la comunicacion inter e intracelular. Poco se conoce
acerca de la orquestacion y el periodo de tiempo de los procesos
involucrados que preceden a la necrosis de la sustancia

blanca(Hopewell y col.1987).
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1.17Apoptosis oligodendroglial inducida por irradiacion

En la médula espinal irradiada se observa una reduccion de
oligodendrocitos 24 horas después de la radioterapia con rayos X
(Atkinson y col. 2003). De las 2 a las 4 semanas después de la
radioterapia se presenta wuna dramatica pérdida de células
progenitoras oligodendrogliales en la médula espinal de la rata (Chari
y col. 2003). Después de la radioterapia a la médula espinal de la rata
con 15 o 23 Gy con fotones de 6MeV, el reservorio progenitor de
oligodendrocitos clonogénicos se reduce a menos del 0,1% de su
poblacion normal, seguida de una recuperacion dosis-dependiente,
alcanzando un maximo de 40-80% de los valores control a los 3 meses
post-radioterapia. Solo después de la dosis paralizante de 23 Gy
ocurre un disminucion secundaria de oligodendrocitos, entre 4 y S

meses post-radioterapia (Hopewell y van der Kogel 1999).

Varios eventos tempranos, tales como la apoptosis, la densidad
reducida y los cambios en la expresion génica oligodendroglial se han
visto en la médula espinal irradiada de roedores. Estos eventos se
observaron después de una dosis mielopatica de 22 Gy y cambios
similares después de una dosis mucho mas baja de 8 Gy. La
relevancia de la apoptosis oligodendroglial temprana a la
desmielinizacion tardia permanece desconocida. Sin embargo, estos
hallazgos sugieren que los eventos tempranos pueden no estar
directamente asociados con la desmielinizacion tardia observada

después de la radioterapia (Atkinson y col. 2003).

1.18Efecto de las irradiaciones sobre las células

1.18.1 Alteraciones cromosomicas
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La accion de las radiaciones sobre los cromosomas puede producir
una gran variedad de lesiones. Algunas, como las mutaciones, pueden
ocurrir con dosis muy bajas. No conlleva alteraciones morfolégicas o
funcionales en la célula que ha recibido la irradiacion y soélo se

manifiesta en la descendencia.

Con dosis superiores pueden producirse alteraciones celulares mas
importantes. Cuando la célula ha recibido una dosis de radiacion
puede continuar con una actividad metabdlica normal, sin embargo,
en muchos casos aparecen mitosis aberrantes, células gigantes o
células multinucleadas acompanadas de alteraciones morfologicas de

los cromosomas (Valls y Algara 1994).

Estas alteraciones se denominan: roturas, inversiones, traslocaciones,
duplicaciones etc. Si la célula ha recibido un dano cromosémico no
letal, puede reproducirse y exhibir o no alteraciones cromosoémicas.
Esto se debe a que algunas lesiones subletales no tienen una
traduccion morfologica porque se han producido a nivel de los genes.
Estas alteraciones genéticas pueden ser el origen de un tumor
maligno o de una malformacion congénita en la descendencia. Si las
alteraciones cromosomicas o genéticas son importantes, impiden la
reproduccion o llevan a la muerte celular inmediata,

independientemente de que tengan o no traducciéon morfologica.

Existen varias opciones para la clasificacion de las alteraciones

morfologicas observables en los cromosomas. Por ejemplo:

Ruptura tnica en un cromosoma.
Ruptura tinica en mas de un cromosoma.

Ruptura multiple en un cromosoma.

> L

Adhesividad y soldaduras entre los cromosomas.
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Estas lesiones radioinducidas pueden repararse sin lesion residual.
Puede perderse parte de un cromosoma o pueden producirse
reagrupamientos o cambios de orden del los genes en el cromosoma

afectado.

La aparicion de alteraciones simples es directamente proporcional a la
dosis total administrada.Las lesiones moleculares son importantes en
cuanto a la complejidad quimica y abundancia de la molécula
alterada. Si ésta es abundante, la célula puede sustituirla por otra
indemne sin alterar la fisiologia. Si la molécula es simple puede
repararse o sintetizarse de nuevo sin mayor complicacion para la
célula, no asi la alteracion de moléculas complejas y/o escasas que

ocasionan trastornos de importancia vital (Valls y Algara 1994).

De aqui se desprende la teoria de la diana que los fisicos y bidlogos de
inicios del siglo pasado desarrollaron para explicar los efectos de las
radiaciones sobre soluciones, proteinas y la aparicion de mutaciones e
interpretar la “muerte celular”. Segun ésta, la célula contendria
centros vitales, cuyo numero varia para los diferentes tipos celulares
que, en caso de ser alcanzados por la radiacion, ocasionarian la
muerte celular. La inactivacion/destruccion de una de estas dianas
puede alcanzarse por accion directa, pero también de forma indirecta
a través de la ionizacion del agua u otras moléculas proximas (Latorre

Travis, E. 1979).

En una poblacion celular, un cierto numero de células, mas o menos
constante, se encuentra en fase proliferativa, ya que se observan
células en mitosis. Manteniendo las condiciones estables, el nimero
de mitosis es constante. El cociente entre el numero total de células y

el nimero de mitosis se denomina “indice mitotico”.

Cuando se somete a un cultivo celular de indice mitotico conocido a

una dosis de radiacion baja, se observa que el numero de mitosis
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disminuye. Mas tarde, su numero aumenta progresivamente, alcanza
la normalidad, la sobrepasa y luego desciende, situandose en los
valores previos a la irradiacion. Cuando la dosis es todavia mayor, el
dano celular radioinducido es también mayor y las células alcanzadas
no son capaces de progresar hasta la mitosis. Algunas consiguen
recuperarse, pero no todas lo consiguen, por lo que no se observa el
retorno a la normalidad ni la sobrecarga mitotica propia de las dosis
inferiores. El numero de mitosis permanece por debajo de lo normal

(Valls y Algara 1994).

Existe evidencia experimental de que el ADN es la diana principal de
la muerte celular inducida por radiacion. Se pueden dar dosis altas a
las membranas plasmaticas y al citoplasma sin causar la muerte
celular. Esta correlacion6 estrechamente sélo con dosis dirigidas al
nucleo y no contra la membrana plasmatica o el citoplasma.(Warters y

Hofer 1977).

Debido a la importancia del ADN, las células y los organismos han
desarrollado una serie de procesos complejos y vias para asegurarse
de que el ADN se mantenga intacto e inalterado del continuo ataque
intracelular (por ejemplo, oxidacion y alquilacion debido al
metabolismo) y de fuera (por ejemplo, sustancias quimicas ingeridas,
radiacion ultravioleta y radiacion ionizante) (Harper y Elledge 2007).
Esto incluye diferentes formas de reparacion del ADN para
contrarrestar de forma efectiva los diferentes tipos de dano que ha

sufrido, inducido por los diferentes agentes.

En cuanto a la respuesta de los tejidos a la radiacion existen efectos
agudos y tardios. Entre los tejidos que sufren efectos agudos, que son
de reposicion rapida, estan la piel, los vasos sanguineos, el epitelio
intestinal, la médula o6sea, el sistema inmunolégico y los o6rganos
germinales. Cada uno de ellos tiene caracteristicas particulares en

cuanto a las dosis que afectan a las células madre y el tiempo que
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tardan en reponerse. (Hendry y West 1997).

Los efectos tardios pueden tener un periodo de latencia prolongado,
son consecuencia de un proceso degenerativo y tienen un curso
irreversible y progresivo. Se observan tras la administracion de
tratamientos con radiaciones ionizantes a volumenes limitados del
organismo y con dosis elevadas. Su mecanismo de produccion es
bastante uniforme. La destruccion de 1la poblacion celular
parenquimatosa, especifica del tejido y generalmente bien
diferenciada, es seguida de una curacion por reparacion: sustitucion
de tejido conjuntivo fibroso.Ademas del sistema vascular, cartilago y
hueso, entre los 6rganos de afectacion tardia se encuentran: esofago,
pulmoén, corazon, intestino, rindn, higado, tiroides, el ojo, testiculos,
ovarios y el SNC, que es de interés particular en este trabajo(Siegal y
Pfeffer 1995).El SNC esta formado por células muy especializadas que
tienen una limitada capacidad de reproducirse. Los efectos de la
radiacion sobre estas células pueden no llegar a verse nunca; se

consideran radiorresistentes (Valls y Algara 1994).

1.19 Estudios electrofisiologicos

Algunos autores han realizado estudios electrofisiologicos a pacientes
con MR con resultados distintos. Entre ellos estan la electromiografia,
la velocidad de conduccion motora y las latencias de la onda F. Los
estudios electromiograficos muestran denervacion de los musculos
estudiados (tibial anterior, peroneos y gemelos, entre otros). Las
fasciculaciones son un sintoma que se presenta con frecuencia. Las
velocidades de conduccion motora varian, ya que los pacientes han
sido sometidos a diferentes dosis de radiacion en diferentes niveles de
la médula espinal y por diversos tipos de tumor, pero por lo general,
se observaban mas lentas. Las amplitudes distales estaban dentro de
la normalidad, asi como los potenciales sensoriales. Las latencias de
las ondas F se encuentran, la mayoria de las veces, retardadas, y la

presencia de descargas mioquimicas son comunes.En el estudio EMG
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pueden detectarse signos denervativos cronicos en nervios periféricos
(potenciales de unidad motora con aumento de la amplitud y la
duracion)(Sadowsky y col. 1976; de Carolis y col. 1986; Lamy y col.
1991; Grinewald y col. 1992; Bowen y col. 1996; van der Sluis y col.
2000; Mathis y col. 2007). Estas evidencias sugerian que el dano
producido por la radiacion podia presentarse a un tiempo mas
prolongado de lo que se pensaba en un principio y sugeria que el dano
vascular era un elemento importante a considerar (Grinewald y col.

1992).

Hace tiempo que se realizan estudios electrofisiologicos donde se
pretendia evaluar la integridad de la médula espinal, tanto como
método diagnostico, como de funcionalidad, especialmente durante
las intervenciones quirurgicas de médulas espinales danadas. En
1982, Dorfman y col. encontraron evidencia electrofisiologica de dano
subclinico a la médula espinal debido a radioterapia, estimando la
velocidad de conduccion somatosensorial espinal a través de
potenciales evocados en pacientes que habian recibido el tratamiento
a la parte toracica por cancer de pulmoén y en individuos controles.
Los autores encontraron que la latencia de la onda F se prolongaba en
los pacientes en comparacion con los controles, pero el tiempo de
conduccion en la extremidad inferior era similar en ambos grupos. La
velocidad de conduccion somatosensorial espinal fue
significativamente mas lenta en los pacientes. La latencia
supraespinal fue idéntica y no estuvo relacionada con la dosis total de
radiacion recibida, pero si con el tiempo del tratamiento y el numero
de fracciones.Por tanto, los estudios electrofisiologicos demostraron
que la conduccion a través de los segmentos irradiados se mostraba
disminuida y que la magnitud de la anormalidad estaba relacionada
con la tasa de administracion de la radioterapia. Ademas, era posible
monitorizar los efectos bioldgicos de la radioterapia sobre la médula

espinal en pacientes de forma individualizada.
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En 1991, de Scisciolo y col. llevaron a cabo un estudio
electrofisiologico a largo plazo evaluando el dano por radiacion a la
meédula espinal en pacientes que llevaron tratamiento con radio y
quimioterapia y que posteriormente fueron estudiados
aproximadamente 10 anos después del tratamiento. La dosis de
quimioterapia fue muy similar en todos los pacientes. La radioterapia
fue estandar para 7 de ellos, pero 6 recibieron dosis mas altas en
regiones pre-definidas de la médula espinal. Los pacientes se
observaron normales clinicamente, asi como en el estudio de
resonanca magnética.También se les realizo un estudio
electrofisiologico para determinar hasta donde se habia comprometido
el sistema nervioso central y periférico. Se midio la velocidad de
conduccion motora y sensitiva en las extremidades inferiores asi como
los potenciales evocados en craneo y médula espinal en respuesta a la
estimulacion de los nervios sural y tibial en el tobillo. Conjuntamente,
los potenciales evocados motores fueron registrados en las
extremidades superiores e inferiores durante la estimulacion
cortical.Todos los datos neurofisiologicos fueron normales en los
pacientes que recibieron una dosis de radiacion estandar, mientras
aquellos que fueron expuestos a dosis mas altas de radiacion
mostraron alteracion de los potenciales evocados somatosensoriales
(PES) corticales y una disminucion del tiempo de conduccion central
lumbo-cortical asi que, aunque los pacientes eran asintomaticos,
presentaban dano al sistema nervioso central, principalmente en la

médula espinal.

Una pregunta que se suscito, justificadamente, fue hasta qué punto
eran comparables las mediciones de los parametros electrofisiologicos
que se determinaban experimentalmente en animales con las
obtenidas en humanos por lo que Allison y Hume (1981) realizaron un
analisis comparativo de los potenciales evocados somatosensoriales de
latencia corta en ratas, gatos, monos y humanos. Los hallazgos

permitieron identificar que los diversos componentes en todos ellos
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eran muy semejantes, lo que permitio llevar a cabo estudios en estos
animales de experimentacion, que son los mas comunes, con la

certeza de que los resultadospodrian ser extrapolables a humanos.

Los estudios electrofisiologicos en ratas donde se describen los
meétodos para el registro sensorial del nervio plantar medial y lateral y
la medicion de los PES y motores, muestran que son metodologias
utiles y accesibles para la evaluacion de la integridad y
funcionamiento de la médula espinal, asi como que las ratas son un
buen modelo animal (Allison y Hume 1981; Kurokawa y col. 2004;

Ponsford 1988; Fehlings y col. 1988; Oguzhanoglu y Kurt 2001).

El estudio realizado por Fehlings y col. (1988) ofreci6 este tipo de
informacion determinando los PES y los potenciales evocados motores
en ratas. Ambos parametros se propagan en vias separadas. Los
primeros son conducidos primariamente a lo largo de las vias
aferentes en las columnas dorsales y los segundos se propagan a
través de las fibras motoras descendentes, por lo que resultan tutiles
para determinar la integridad de la meédula espinal y ambos

potenciales son complementarios.

En un estudio electromiografico de estimulacion del nervio ciatico con
registro en el musculo gemelo realizado por Cavanagh en 1968,donde
se comparan los valores de duracion del intervalo entre las amplitudes
de los animales sometidos a radiacion con los valores que presentaron
antes de la irradiacion, se muestra una diferencia estadisticamente
significativa, lo que indica que aun a dosis bajas, el dano a la médula
espinal se presenta, aunque no haya evidencias histopatologicas ni
diferencias entre algunos parametros electrofisologicos. La evaluacion
se realizd6 aproximadamente a los 12 meses, que es una edad tardia,
como sucede en el ser humano. Cabe comentar que a pesar de que la
dosis fue baja, el tiempo de evaluacion fue

equivalenteaproximadamente,a la mitad de la vida de las ratas de esta
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especie. Puede suponerse que pacientes que recibieronradioterapia a
dosis estandar y que no presentaran anomalias a nivel de médula
espinal, no significa que no se haya producido dano alguno, sino que
no ha pasado el tiempo suficiente para que las alteraciones se hagan
evidentes. La mayoria de las veces, los pacientes fallecen a causa de
su problema de inicio (el cancer) o de complicaciones ulteriores, o
bien, no se les diagnostica como MR sino como otro tipo de problema
neurologico, asi que los estudios electrofisologicos permiten detectar
los danos subclinicos y son recomendables para el seguimiento de los

pacientes.

1.20 Potenciales evocados somatosensoriales

En el proceso de la revision bibliografica se observdo que hasta el
momento no se han publicado trabajos en donde se hayan
determinado los PES en animales de experimentacion (ratas)

sometidos a radiacion en la region lumbo-sacra de la médula espinal.

Un (PES) es la manifestacion eléctrica de la respuesta cerebral o de la
via somestésica tras la aplicacion de estimulos eléctricos, mecanicos o
de otra naturaleza en las fibras aferentes sensitivas de los nervios
periféricos.El estudio de los PES se realiza mediante técnicas
incruentas de facil aplicacion clinica, que mediante una metodologia
apropiada, aportan datos objetivos sobre el funcionamiento de la via
somestésica periférica y central y potencian la sensibilidad diagnostica
de la exploracion neurologica, ya que se pueden detectar lesiones
subclinicas. Los PES permiten el estudio de los segmentos proximales
del sistema nervioso periférico que son inaccesibles a las técnicas

neurofisiologicas estandar (Lopez Alburquerque 2008a).

En la conduccion del estimulo eléctrico que origina el PES, participan
mayoritariamente las fibras nerviosas de mayor calibre y de

conduccion mas rapida: las fibras tipo IA (aferentes musculares y las
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tipo II (aferentes cutaneas), cuya velocidad de conduccion es de
aproximadamente 60-75 m/s en el antebrazo. En el SNC el impulso es
conducido ipsilateralmente por los cordones posteriores hasta el
nucleo de Goll (nucleus gracilis), cuando el estimulo se aplica en los
miembros inferiores, y hasta el nucleo de Burdach (nucleus
cuneatus), cuando se estimula un nervio de los miembros superiores.
En estos nucleos se establece la primera sinapsis. El impulso
continua su trayecto por el lemnisco medio hacia el nucleo ventral
posterolateral contralateral del talamo en donde tiene lugar la
segunda sinapsis. Finalmente, el estimulollega al area somestésica

primaria del cortex parietal postcentral (tercera sinapsis).

La seccion experimental de los cordones posteriores en animales o la
ablacion criogénica del nucleo ventral posterolateral del talamo,
reducen sensiblemente e incluso anulan el PES cerebral, pero no se
modifica cuando la seccion se limita a los fasciculos espinotalamicos.
Si se aplica un estimulo suficientemente intenso(doloroso) para
estimular fibras tipo IIl y IV, puede haber conduccion extralemniscal

(Cusick y col. 1979).

La identificacion de algunos componentes de los PES, que son de
obtencion obligada, y los tiempos de conduccion obtenidos mediante
las latencias interpicos, son los parametros de aplicacion clinica mas
importantes. En general, un aumento de los tiempos de conduccion
indica la presencia de lesion de tipo desmielinizante. Por el contrario,
es mas incierta la relacion entre el descenso de la amplitud y la
pérdida axonal. Existe incertidumbre sobre la exacta ubicacion de los
generadores anatomicos de algunos componentes de los PES (Lopez-

Alburquerque 2008a).

En aquellos estudios en donde se realizaron pruebas de conduccion
nerviosa(PES Y EMG), los sujetos sometidos a radiacion presentaron

valores normales (Fisher 2002; Lecky y col. 1980), aunque no todos
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(de Scisciolo y col. 1990), pueslos individuos expuestos a las altas
dosis mostraron PES corticales alterados (Magrini y col. 1990). En
otros se observo disminuida la velocidad de conduccion motora

(Snooks y Swash 1985).

58



Electrofisiologia e Hispatologia de la Mielopatia Post-irradiacién en Ratas

2. HIPOTESIS
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La irradiacion de la columna lumbosacra de ratas, mediante una
dosis baja de fotones de rayos X, produce unas lesiones subclinicas
tardias en los cordones posteriores y en las astas anteriores de la
médula y/o raices nerviosas que pueden ser detectadas mediante

estudiosneurofisiologicos y/o histopatologicos.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo General

Determinar mediante diferentes técnicas neurofisiologicas
(electromiografia, conduccion nerviosa motora y potenciales evocados
somatosensoriales) e histopatologicas (morfométricas) las probables
lesiones medulares y/o radiculares producidas por una dosis baja de
irradiacion con fotones de rayos X en la region lumbo-sacra de la
meédula espinal de ratas de 4 meses de edad a los 12 meses post-

irradiacion.

3.2. Objetivos especificos:
1. Irradiar ratas de 4 meses de edad con una dosis unica de 22 Gy
de fotones de rayos X en la region lumbo-sacra de la médula

espinal para determinar su efecto lesivo.

2. Realizar estudios electromiograficos y de conduccion
nerviosapara investigar la presencia de signos denervativos y
pérdida de unidades motoras como consecuencia de una posible
lesion de las astas anterores de la médula espinal y/o de las

raices nerviosas.

3. Obtener los potenciales evocados en corteza cerebral resultantes
de la estimulacion de nervios mixtos de extremidades inferiores
para evaluar la conduccion de la via somestésica periférica y
central,particularmente de las raices posteriores y/o cordones

posteriores de la médula.
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4. Identificar las posibles lesiones histopatologicas de las astas
anteriores y/o fasciculos medulares, particularmente los
corticoespinales y cordones posteriores, mediante diferentes

técnicas histologicas e inmunocitoquimicas.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 Animales y métodos

Se utilizaron 19 ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 4
meses de edad y 230-250 gramos de peso.Todos los animales de
experimentacion se mantuvieron en condiciones normales de
animalario convencional con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y
proporcionandoles comida y agua ad libitum y con tratamiento de
acuerdo a las normas establecidas para animales de laboratorio por la
legislacion espanola y europea. Se les evalud su condicion motora y su

peso con una periodicidad de aproximadamente 1 mes.

A cada animal se le realizd, bajo anestesia, un estudio
electrofisiolégico con un electromiografo Nihon Kohden Neuropack
Four, con cuatro canales amplificadores, que consistio en lo siguiente:
1)electromiografia de los musculos en gemelos de ambas extremidades
posteriores, 2)conduccion motora del nervio ciatico y 3)potenciales
evocados somatosensoriales. Se realizaron dos estudios en cada
animal: el primero antes de la irradiacion y el segundo antes de ser

sacrificados para el estudio anatomopatologico.

1. Electromiografia. Para el estudio electromiografico se utilizaron

electrodos coaxiales de aguja (Figura 1B).
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Figura 1:Conjunto de electrodos utilizados en los diferentes estudios electrofisiolégicos. A:
par de electrodos monopolares para la estimulaciéon del nervio ciatico. B: Electrodo coaxial de
aguja para el estudio electromiografico y la obtencién del potencial de accién motor en
gemelo. C: Electrodo monopolar de aguja para la estimulacion del nervio plantar interno. D:
Electrodo circular superficial para el registro del potencial de accién compuesto motor de los
musculos plantares y de los potenciales evocados somatosensoriales.

Se insertaron en al menos tres puntos de los musculos gemelos de
ambas extremidades posteriores. Se evalué fundamentalmente la
presencia de actividad espontanea: fibrilaciones, ondas positivas,
fasciculaciones, mioquimias o descargas repetitivas complejas. El
registro se realizo utilizando una sensibilidad del electromiografo de
50 pV/division, un tiempo de estudio de 100 ms y una banda de

frecuencias entre 20y 10000 Hz.

2. Conduccién nerviosa motora. El estudio de conduccion motora se

realizo en el nervio ciatico izquierdo de cada animal. Se estimulo
el nervio a su salida de la pelvis, en la raiz del miembro inferior,
con un electrodo monopolar de aguja situando el electrodo

referencial 2 cm lateral (Figuras 1Ay 2).
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Figura 2: Técnica de registro de la conduccién motora del nervio ciatico. Los dos
electrodos superiores son los estimuladores (activo el rojo y referencial el negro).El
tercer electrodo (coaxial de aguja) esta insertado en el musculo gemelo.

La respuesta motora se recogi6é en gemelos, con electrodo coaxial de
aguja, y en musculos plantares (potencial de acciéon compuesto motor)

mediante electrodos superficiales circulares de Ag/AgCl (Figura 1D).

El electrodo activo se coloco en la planta del pie y el referencial en el
dorso. Se aplicé un gel conductor entre la piel y el electrodo y se
fijaron con cinta adhesiva. La intensidad del estimulo se fue
aumentando hasta la obtencion de la respuesta de maxima amplitud.
Las latencias de las respuestas se midieron desde el punto de
estimulo a inicio del despegue del potencial desde la linea de base. La
amplitud se midié de la linea de base-pico y pico-pico. También se

evaluo la latencia de la respuesta F en los musculos plantares.

3. Potenciales evocados somatosensoriales (PESs). Se realizaron

estimulando de forma individualizada y secuencial el nervio
plantar interno de ambas extremidades posteriores con un
electrodo monopolar de aguja en la region medial de la planta del
pie colocando el electrodo referencial en el dorso del mismo

(Figuras 1Cy 3).
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Figura 3: Técnica de estimulacion nerviosa para la realizacién de los potenciales
evocados somatosensoriales. Puede observarse el electrodo estimulador monopolar
de aguja (verde), insertado en la planta del pie sobre el nervio plantar interno y el
electrodo referencial (rojo) en el dorso del pie. El tercer electrodo(negro) es la
conexion a tierra.

La respuesta se recogio en cortex utilizando electrodos superficiales
circulares de EEG (Figura 1D). El electrodo activo se coloco en la linea

interauricular y el referencial en el extremo de la nariz (Figura 4).

Figura 4:Colocaciéon de los electrodos cefalicos para el registro de los potenciales
evocados somatosensoriales. El electrodo activo (verde) y referencial (rojo) se
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colocaron mediante pasta conductora sobre una superficie previamente rasurada y
escarificada mediante un producto abrasivo y, finalmente, limpiada con alcohol.

Previamente, se rasur6o la cabeza y se limpid con una sustancia
abrasiva y posteriormente con alcohol, para reducir la impedancia de
los electrodos (<10 Q), que se fijaron mediante pasta conductora. Se
aplicaron 500 estimulos a una frecuencia de 5 Hz, con una intensidad
suficiente para producir una leve contraccion de los dedos del pie. El
tiempo de estudio se establecid en 20 ms, la sensibilidad en 20
uV/division y la banda de frecuencia se acoté entre 20 y 1000 Hz.
Todos los estudios se realizaron dos veces para confirmar la
persistencia de los registros y los trazados resultantes de la
promediacion digital se guardaronpara su posterior analisis. Se
estudio la morfologia, latencia y amplitud de los potenciales precoces

P1, N1y P2.

4.2Irradiacion de los animales de experimentacion

Se utilizaron S ratas de similar edad y pesocomo controles y 14 ratas
fueron irradiadas con fotones de un acelerador lineal de electrones
modelo Primus de la firma comercial Siemens. Los fotones tienen una

energia nominal de 6 MeV.

Se empleo un haz de irradiacion de 20 x 10 milimetros, calibrado para
administrar una dosis de 22 Gy a 15 mm de profundidad, en una sola
sesion, estando la superficie del volumen a irradiar a 100 cm de

distancia del foco del acelerador.
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Figura 5: Diagrama de la médula espinal de la rata y raices adaptado de Greene
(1968), mostrando las areas diana de irradiacion: toracica, lumbar y cauda equina.
En este trabajo el area irradiada abarcoé la parte baja lumbar, la sacra y un pequeno
fragmento caudal.

Como la médula esta aproximadamente a 8 mm de profundidad y la
dosis se deposita a 15 mm, se coloco sobre cada animal, 6 mm de
sustancia equivalente a tejido (PMMA). De esta forma los 22 Gy se
depositaron a 9 mm de profundidad en el animal. El area se ubico a
aproximadamente a 3,0 cm de distancia de la base de la colay fue de
1,5 cm de largo por 1,0 cm de ancho (Figura 5). El tiempo de
irradiacion para cada animal fue de 14,15 minutos, es decir 14
minutos y 9 segundos, con lo que la tasa de dosis fue de 1,55

Gy/min.
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4.3 Evaluacion histologica

Animales
Como se ha mencionado anteriormente los animales se mantuvieron
en condiciones estandar durante todo el periodo de experimentacion,

incluyendo el periodo de adaptacion previo al inicio del trabajo.

Perfusion v obtencién de las secciones de tejido

Los animales fueron anestesiados profundamente con Equitesina (2,4
mg por kg via intraperitoneal), heparinizados y perfundidos a través de
la aorta con 50 ml de solucion salina (9 g/1 de NaCl) y a continuacion,
con 500 ml de paraformaldehido al 4% en tampon PBS (pH 7,2)

(solucion fijadora).

Se extrajeron encéfalo y médula espinal de cada uno de los animales.
Se etiquetaron y, posteriormente, se realizo la post-fijacion durante

doce horas en la misma solucidn fijadora (Paraformaldehido al 4%).

A continuacion, el material se introdujo en una solucion creciente de
sacarosa comenzando al 5% (lavado del excedente de fijador) hasta
llegar al 30% de sacarosa en tampon PBS; la sacarosa se introduce en
el tejido cambiando la densidad del mismo, por lo que los banos se
cambian tras el hundimiento del encéfalo (52>10->15>20->25->30%).
Después de mantener el tejido durante un periodo de 2-3 dias en la
concentracion superior (30%) se considero finalizada la crioproteccion.

Todo el proceso fue realizado a 4°C (Mangas y col. 2007).

Utilizando un criostato, se obtuvieron secciones seriadas transversales
de entre 10 y 12um. A las secciones obtenidas se les aplicé una técnica
inmunocitoquimica indirecta con diferentes marcadores y técnicas

morfologicas.
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Técnica Inmunocitoquimica

Mediante técnicas inmunocitoquimicas se obtuvo informacion acerca

de:

a) la integridad del sistema nervioso con un anticuerpo panleucocitico
(anti-CD45) que nos permitira ver si la barrera hematoencefalica se
encuentra alterada. Si esto es asi, se encontraran infiltrados de
leucocitos en la médula espinal, que en condiciones normales no se
localizan. De una forma indirecta, esto sirve también para evaluar una
posible inflamacion en caso de que persistiera (Mangas y col. 2006,

2008, 2009a).

b) evaluar la normalidad en sistemas bien definidos de sustancias
como el CGRP, SP, acetilcolina, que de una forma indirecta, dan una
idea del mantenimiento de las funciones de la médula, es decir,
verificar si han sido alterados los sistemas. De este modo, se
comparan los animales sometidos a la exposicion de radiacion

ionizante con los controles (animales no irradiados).

La técnica previamente descrita (Mangas y col.. 2006, 2007, 2008,
2009a y b; Covenas y col. 2010) consta de los siguientes pasos:

Dos horas antes de la realizacion de la técnica, los portaobjetos que
contienen las secciones seriadas son sacados del congelador y se
lavan en PBS durante unos diez minutos con el fin de que las

secciones de tejido no se despeguen de los portaobjetos.

1- Tratamiento de las secciones con una solucion compuesta de 1/3
de peroxido de hidrogeno al 33% y 2/3 de metanol al 99,5% durante
un periodo de treinta minutos. Este proceso se realiza para inactivar
las peroxidasas endodgenas.A continuacion, se lavan las secciones en
PBS durante un periodo de diez minutos. Este proceso se repite tres

VECES.
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2- Preincubacion de las secciones en tampoén PBS con 1% de suero
normal de caballo y 0,3% de Triton X-100 (solucion mezcla) durante

un periodo de treinta minutos a temperatura ambiente.

3- Incubacion con el primer anticuerpo anti-Sustancia P (1/3000-
1/5000), anti-CGRP (1/5000), anti-Acetilcolina (1/200-1/500), anti-L-
Glutamato (1/500-1/1000), anti-CD45 (1/200) diluidos en la solucion
mezcla durante un periodo de dos horas y posteriormente,se

mantienen las secciones durante doce horas a 4° C.

4- Transcurrido ese tiempo,se realizan dos lavados de las secciones en

PBS durante diez minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

5- Se realiza un lavado posterior en la solucion mezcla durante veinte

minutos a temperatura ambiente.

6- A continuacion, se lleva a cabo la incubacion con el segundo
anticuerpo diluido 1/200 (biotinilado anti-conejo (Vector, USA) para
las secciones que fueron incubadas previamente en el paso 3 con anti-
Sustancia P, anti-CGRP, anti-L-Glutamato y biotinilado anti-raton
(Vector, USA) para aquellas que fueron incubadas en el paso 3 con
anti-Acetilcolina y anti-CD45 en la solucion mezcla y durante un

periodo de una hora a temperatura ambiente.

7- Posteriormente, se efectuan varios lavados de diez minutos con

PBS, a temperatura ambiente y en agitacion.
8- Tras el lavado, se incuban las secciones con el complejo Vectastain

ABC (Vector) diluido 1/100 en la solucion mezcla durante un periodo

de una hora a temperatura ambiente.
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9- A continuacion, se efectuan varios lavados en PBS durante un
tiempo minimo de diez minutos por lavado, en agitacion y a

temperatura ambiente.

10- En el siguiente paso se realizan dos lavados en TRIS tampon
durante un tiempo aproximado de diez minutos a temperatura

ambiente.

11- Finalmente, se lleva a cabo el revelado de la peroxidasa con 3,3’-
diaminobenzidina (33,2mg) en 100 ml de Tris-CIH y 50ul de perodxido
de hidrogeno al 33%. El periodo de revelado es variable segun los
distintos marcadores, la mayoria de ellos han precisado unos tiempos
aproximados de 10 minutos. Algunos requirieron tiempos ligeramente

superiores, como el CD45, dada la lentitud del revelado.
12- Tras el revelado (paso 11), se lavan exhaustivamente las secciones
en PBS y posteriormente se anade el medio de montaje

(Glicerol/Sérensen) en proporcion 1:1 y se coloca el cubreobjetos.

Técnicas Histologicas

Dada la complejidad del estudio, se han realizado diferentes técnicas
histologicas para corroborar los resultados que se obtienen mediante
las técnicas inmunocitoquimicas. Asi pues, se han realizado
hematoxila-eosina (HE), inmersion del tejido en tetraoxido de Osmio
(OsOg4) y Luxol Fast Blue (LFB). La HE se desarrollo con el objetivo de
evaluar la integridad del tejido de una forma general, y en particular,
la presencia o no de infiltrados, asi como para la diferenciacion de las
distintas regiones por comparacion con el atlas estereotaxico de

Paxinos y Watson 1982.

Protocolos seguidos para la realizacion de estas técnicas:
Al igual que para la realizacion de las técnicas inmunocitoquimicas,

los portaobjetos que contienen las secciones seriadas, son sacados del
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congelador al menos 2 horas antes, posteriormente se lavan en PBS

durante unos diez minutos con el fin de que las secciones no se

despeguen de los portaobjetos.

Hematoxilina-Eosina

1) Agua destilada (5-10 minutos)
2) Hematoxilina (10 minutos)

3) Lavar en agua corriente (30 minutos)
4) Eosina (5 minutos)

5) Alcohol 50% (10 segundos)

6) Alcohol 70% (10 segundos)

7) Alcohol 80% (30 segundos)

8) Alcohol 96% (5 minutos)

9) Alcohol 100% I (5 minutos)
10) Alcohol 100% II (5 minutos)
11) Xileno I (5 minutos)

12) Xileno II (5 minutos)

13) Xileno III (5 minutos)

14) Montar en Entellan (Merck)

Luxol Fast Blue

1) Agua destilada (5-10 minutos)

2) Alcohol 95% (varios lavados)

3) Luxol 0,1% en Alcohol 95% (noche a 37°C)
4) Alcohol 95% (varios lavados)

5) Lavado en agua destilada

0) Inmersion en Carbonato de Litio (15 segundos)(*)
7) Alcohol 70% (30-60 segundos)(*)

8) Lavado en agua destilada

9) Cresil Violeta 0,1% (10 minutos a 37°C)
10) Lavado en agua destilada

11) Lavado en Alcohol 70%

12) Diferenciacion en Alcohol 95% (*¥)
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13) Alcohol 100% I (5 minutos)
14) Alcohol 100% II (5 minutos)
15) Xileno I (5 minutos)

16) Xileno II (5 minutos)

17) Xileno III (5 minutos)

18) Montar en Entellan (Merck).

(*) Se diferencia hasta que las sustancias blanca y gris se aprecian
claramente. En ocasiones hay que repetir varias veces.

(**) Se diferencia hasta que los nucleos se distinguen.

Tetradxido de Osmio
Esta técnica es utilizada comunmente en microscopia electronica para

la cual los bloques se sumergen en esta solucion. En este trabajo se

utilizo la de inmersion de los portaobjetos en la solucion de OsOa.

1) Lavado abundante en agua destilada para evitar la formacion de
cristales con el PBS.

2) Inmersion de los portaobjetos en una solucion acuosa de OsO4 al
0,5% (durante 4 horas a temperatura ambiente y noche a 4°C).

3) Lavado abundante en agua destilada.

4) Anadir el medio de montaje (Glicerol/Sérensen) en proporcion 1:1
y colocar el cubreobjetos. Posteriormente, sellar el portaobjetos

para evitar que se oxide antes de la evaluacion.

Cartografia

Como se ha mencionado anteriormente, para la cartografia de las

secciones tratadas se utilizo el atlas estereotaxico de Paxinos y

Watson 1982.
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Las microfotografias presentadas en este trabajo fueron obtenidas con
una camara digital Olympus DP50 acoplada a un microscopio Kyowa
Unilux 12. Para una mejor visualizacion de los resultados se ajusto
unicamente el brillo y contraste de las capturas. No se realizé ninguna
otra manipulacion de las imagenes. La confeccion de las figuras con
microfotografias y los ajustes de brillo y contraste fueron realizados

con Adobe Photoshop Elements 2.0.

4.4 Analisis estadistico

Se analizaron los datos estadisticamente de acuerdo a los
procedimientos estipulados por las propias caracteristicas de los datos
y en funcion de lo que se pretendia estudiar. Para ello, se tom6 como

referencia lo senalado por Castilla y Cravioto (1991) (Figuras 6 y 7).

DOS MUESTRAS
INDEPENDIENTES
|
Ordinal Nominal
U-Mann-Whine X2 de
0 Kolmogorov Pearson
Smirnov
Intervalo si
i
“t” de Probabilidad
Student De Fisher ¥
Yates

Figura 6: Diagrama de flujo para la toma de decisiones de la prueba estadistica a
elegir de acuerdo a las caracteristicas de los datos a analizar (Castilla 1991).

En este caso, se tienen dos muestras dependientes (antes y después de
la radiacion). Se aplico la prueba de %2 de Bartlett para determinar si
habia o no homogeneidad de varianzas. En caso de que se presentase,
se utilizo la prueba de 't” de Student para muestras dependientes y en
el caso en que no fuera asi, se utilizo la prueba de Wilcoxon, colocando

los datos de forma ordinal como indica el flujograma. En caso de que
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no se presentara homogeneidad de las varianzas se utilizo la prueba 't

de student-Welch, o bien, la prueba U de Mann-Whitney.

Prueba de

Wilcoxon

DOS MUESTRAS
DEPENDIENTES

Ordinal

Intervalo

G‘t L de
Student
Depend.

Prueba de
McNemar

Figura 7: Diagrama de flujo para la toma de decisiones para la elecciéon de la prueba
estadistica en caso de muestras dependientes (Castilla 1991).
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5. RESULTADOS
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Ninguna rata presento signos deficitarios neurologicos ni murié por
causa de la irradiacion durante el periodo del estudio. Tres ratas

murieron por otras causas.

5.1 Electromiografia

El estudio electromiografico de los musculos gemelos de ambas

extremidades inferiores no mostréo ninguna actividad espontanea en
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repososugestiva de denervacion aguda (fibrilaciones u ondas
positivas), tanto en el estudio basal como en el estudio post-

irradiacion (Figura 8).

A

b s e L e

ECsc o bl L Bt R G e S e B el G
1 4 ‘
e e e b e o e Ao e A e b e et e e i e o e PP e Pt st ]
1 mv|
10 ms
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|
AL P PP e e e e e e e e Pt o it o]

Figura 8:Registro electromiografico del musculo gemelo de una rata antes (A) y
después (B) de la irradiacion. Aparece silencio eléctrico constituido por una linea
isoeléctrica. No se detectan signos denervativos agudos. ms: milisegundos. mV:
milivoltios

En la figura 9 se muestran las alteraciones que se registran en un

musculo en reposo tras una lesion nerviosa tipo neurotmesis. Debido
a que el registro se realizd bajo anestesia, no pudo efectuarse un
estudio de potenciales de unidad motora por activacion muscular

voluntaria.
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0.1mv‘

10 ms

Figura 9:0Ondas positivas (A) y fibrilaciones (B) registradas en el musculo gemelo de
una rata anestesiada a la que se le habia realizado cuatro semanas antes una
seccion del nervio ciatico. ms:milisegundos. mV:milivoltios

5.2 Conduccion nerviosa motora

En todos los animales, al estimular el nervio ciatico, se obtuvieron
potenciales de accion motores en los musculos gemelos y en los
plantares, tanto en situacion basal, como tras la
irradiacion.Asimismo, se registro sistematicamente la onda F en los

musculos plantares (Figuras 10y 11).
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Figura 10: Potencial de acciéon motor obtenido en gemelo mediante electrodo coaxial
de aguja tras la estimulacion del nervio ciatico en una de las ratas, antes (A) y
después (B) de la irradiacién. No se observan diferencias significativas en la latencia,
duracién y amplitud de los potenciales. ms: milisegundos; mV: milivoltios

A
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Figura 11: Potencial de accién compuesto motor de los musculos plantares recogido
con electrodos superficiales tras la estimulacion del nervio ciatico, antes (A) y
después (B) de la irradiacion. Los diferentes parametros del potencial (latencia,
amplitud y duracién) son similares en ambos registros. A la derecha del registro (L5)
aparece la onda F. ms: milisegundos; mV: milivoltios

Las latencias medias registradas en el musculo gemelo pre y post-

irradiacion no mostraron diferencias significativas.Tampoco se
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observaron en la amplitud. La duracion del potencial fue

significativamente mayor en el estudio post-irradiacion.

Tabla III: Resultados de la latencia, duraciéon y amplitud del potencial evocado motor
obtenido en el musculo gemelo de las ratas pre (A) y post-irradiacion (B). Asimismo, se
muestran las latencias de la onda F. Todos los valores se expresan en medias y
desviaciones estandar. El asterisco (*) sefiala las diferencias significativas (p < 0.05).

LATENCIA DURACION AMPLITUD (uV) ONDA F
(ms) (ms) (B-P) (P-P) (ms)
A B A B A B A B A B
1,11£0,20 | 1,22+0,54 | 1,830,67 | 2,38+0,44* | 11,03:8,29 | 16,23£9,74 | 19,97+10,54 | 17,7946,75 | 6,01£0,81 | 7,21+2,80

No se observo una diferencia significativa entrelos valores de las
latencias pre y post-irradiacion del potencial compuesto motor
obtenido en los musculos plantares, en su duracion ni en su
amplitud. Por el contario, se observo una diferencia significativa
(p<0,01) entre las latencias pre y post-irradiacion de la onda F (Tablas

1l y IV).

Tabla IV: Resultados de la latencia, duracion y amplitud del potencial evocado motor
obtenido en musculos plantares de las ratas pre (A) y post-irradiacién (B). Asimismo, se
muestran las latencias de la onda F. Todos los valores se expresan en medias y
desviaciones estandar. El asterisco (*) sefala las diferencias significativas (p < 0,05).

LATENCIA DURACION AMPLITUD (uV) ONDA F
(ms) (ms) (B-P) (P-P) (ms)
A B A B A B A B A B
232020 | 2182044 | 1982071 | 1802078 | 418192 | 3534202 | 6,05£195 | 6,056356 | 7,666037 | 6,93£054°

5.3 Potenciales evocados somatosensoriales

En todas las ratas estudiadas, tanto controles como irradiadas, se
obtuvieron los PES y se pudo identificar el primer potencial positivo
llegada del

somatosensorial (Figura 12). Como puede observarse, la morfologia es

que se considera como la estimulo al cortex

similar a los PES obtenidos en ratas con electrodos epidurales (Figura
13). La comparacion de los valores obtenidos de latencia del primer
potencial positivodel grupo de ratas irradiadas no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con los obtenidos de las

ratas control (probabilidad de t de student de 0,08) (Tabla V).
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Figura 12: A. Potencial evocado somatosensorial en una rata post-irradiacién.El
registro superior corresponde a la estimulacion del nervio plantar interno de la pata
derecha y el inferior a la pata izquierda.B. Similar registro en una rata control, cuya
morfologia tipica esta constituida por dos componentes positivos iniciales de baja
amplitud (L1 y L3) seguidodeun tercer componente negativo (L4) de mayor amplitud.
ms: milisegundos; pV: microvoltios
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Figura 13: Morfologia de PES registrados en una rata con electrodos intracraneales
epidurales y tiempo de analisis de 100 ms. Pueden observarse dos potenciales
positivos iniciales de baja amplitud (P9 y P14) seguidos de un potencial negativo de
mayor amplitud (N19) considerado como la llegada al cortex sensorial(Hurlbert y col.
1993).

Tabla V: Resultados de la latencia y amplitud de los PES en las ratas controles (A) e
irradiadas (B). Todos los valores se expresan en medias y desviaciones estandar.

LATENCIA (P1) (ms) AMPLITUD (P1-N1) (uV)
A B A B
10,66+0,95 11,22+0,70 0,18+0,11 0,41+0,39

Las graficas y tablas de los valores individuales de cada parametro
evaluado de los estudios electrofisiologicos y de los valores promedio y
desviacion estandar de cada grupo, se encuentran en la seccion de

anexos (apartado 9).

5.4 Alteraciones anatomicas

El estudio comparativo de las médulas mediante las técnicas
inmunocitoquimicas al cabo de un ano de haber radiado los animales,
es poco concluyente, ya que no se ha observado ningan marcador con
esta técnica que muestre diferencias entre los animales controles y los
animales radiados. Los niveles de CGRP (Figura 14), sustancia P

(Figura 15) L-Glutamato y acetilcolina no revelan diferencias entre
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estos dos grupos de animales (Figuras 14 y 15). Ademas, el marcador

panleucocitico (anti-CD45) revela la total ausencia de infiltrados en la

meédula a nivel toracico, lumbar y sacro.

Figura 14:Imagenes
representativas de la
inmunorreactividad observada en
animales no radiados (A y B) y
radiados (C). Como se puede
observar, la estructura general de
la médula espinal se mantiene en
ambos animales a nivel lumbar.
Capturas realizadas tras la
aplicacion de una  técnica
inmunocitoquimica para la
visualizacion de CGRP. A: CGRP
en el asta dorsal. B: aumento de la
region delimitada por un recuadro
en A. C: inmunorreactividad
encontrada con CGRP en animales
radiados. Como se puede observar,
la distribucion es similar, las
flechas en B y C indican fibras
inmunorreactivas.
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Figura 15:Ejemplo de la inmunorreactividad encontrada con sustancia P en la
region sacra de la médula espinal de animales irradiados después de aplicar la
técnica inmunocitoquimica. Al igual que en otros niveles, la estructura de la médula
se mantiene. En la Figura A se aprecia la inmunorreactividad en las astas dorsales.
B: aumento de la region delimitada en A por el recuadro de la derecha. C: aumento
de la region delimitada en A por el recuadro de la izquierda

Los datos ofrecidos por las técnicas inmunocitoquimicas son
corroborados por las técnicas histologicas (ver Figura 16). Tras el

analisis de todas las series de portaobjetos correspondientes a los dos
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grupos de animales (irradiados y controles), se puede certificar la
ausencia total de infiltrados leucociticos en los niveles toracico,
lumbar y sacro de la médula, al menos en el momento en el que se
perfundieron los animales (doce meses después de la radiacion). Las
técnicas aplicadas de LFB y OsOg4 revelan que no hay alteracion de la
vaina de mielina. Tan so6lo se aprecia una ligera dilatacion de los vasos
en el grupo de animales irradiados. A nivel histolégico esto se ha
descrito ampliamente como uno de los efectos de la radiacion, pero
también se encuentra acompanada de una desestructuracion del

tejido, y este ultimo punto,no ha sido apreciado en este estudio.

Figura  16:Imagenes tomadas
después de realizar la técnica de
Hematoxilina-Eosina. Como se
puede apreciar en la figura, la
estructura de la médula no se ve
alterada. Las imagenes
corresponden a un nivel lumbar
(L5). En Ase muestra un aumento
del asta dorsal. La imagen B
muestra igualmente la
conservacion de la estructura de la
médula espinal y motoneuronas
del asta ventral. La region
delimitada con el recuadro se
encuentra aumentada en C.
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6.DISCUSION
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El presente estudio confirma que se puede evaluar mediante una
técnica neurofisiologica atraumatica (PES) con registro cerebral
extracraneal la via somestésica medular, procedimiento que no habia
sido aplicado previamente en la investigacion de la mielopatia post-
irradiacion en roedores. Aunque no se han detectado alteraciones
significativas, se ha comprobado una correlacion entre los resultados
clinico-funcionales, neurofisiologicos e histopatologicos. En efecto,
ninguna de las ratas irradiadas murié por causa de la radiacion ni
mostro signos deficitarios neurologicos, particularmente paresia o
paralisis, en consonancia con la ausencia de lesiones en los estudios
histopatologicos de la médula y las alteraciones marginales detectadas
en los estudios neurofisiologicos (van der Kogel 1991). Probablemente,
si se hubiese prolongado el tiempo de estudio, hubiera aparecido
disfuncion motora en las ratas o en su defecto alteraciones

electrofisiologicas y/o anatomo-patologicas.

El tipo de irradiacion que se ha utilizado en los diferentes trabajos no
influye en las lesiones que se producen a las zonas irradiadas. En esta
investigacion se utilizaron rayos X de 6 MeV, aunque en otras se han
utilizado diversos tipos de radiacion como rayos pequenos de protones
(van Luijk 2003; van Luijk y col. 2005a; Adamus-Gorka y col. 2008),
rayos gama de 137Cs (Geraci y Mariano 1994), rayos X de distinta
energia (Asscher y Annson 1962; Bradley y col. 1977), fotones
(Phillipens 2004), neutrones (van der Kogel y Barendsen 1974),
positrones (Lengyel 2003), 69Co (van den Aardweg y col. 1994).

La dosis aplicada (22 Gy) a los animales de experimentacion en este
trabajo, se determindé con base a los criterios de minimizar la
mortalidad,asi como analizar los cambios que ocurren en la médula
espinal mediante técnicas histologicas y electrofisiologicascon dosis
bajas de irradiacion, pero suficientes para producir una mielopatia o
radiculopatia. En efecto, Innes y Carsten, en 1961, irradiaron ratas

con dosis unicas de 20 Gy observando dano similar a la necrosis de la
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sustancia blanca, aunque las lesiones se localizaban preferentemente

en segmentos cérvico-dorsales de la médula.

Por otro lado, Bradley y col.(1977), van der Kogel y Barendsen (1974) y
van der Kogel (1983, 1991) observaron muy pocos cambios en la
meédula después de dosis unicas tan altas como 40 Gy. Las lesiones
van disminuyendo gradualmente en severidad en direccion caudal. En
la mayor parte de la region lumbar, a nivel de las vértebras T12-L1, el
dano se restringe a las vias ventrolaterales, cerca de las zonas de
salida de las raices ventrales. En segmentos mas caudales, el
diametro disminuye rapidamente y el dano se limita a esa region.
Después de la irradiacion de la médula por debajo de las vértebras
L1/L2 la caracteristica patologica principal es una necrosis de las
raices nerviosas (radiculopatia) que es totalmente diferente de los

hallazgos en las regiones cervicales y toracicas.

En este estudio, la dosis de radiacion fue aplicada correctamente en la
zona lumbo-sacra de la médula espinal a 3,0 cm de la base de la cola,
enun area de 1,5 cm de largo y 1,0 cm de anchoauna profundidad
entre 8 y 11 mm.Al realizarse la diseccion se aprecié que la médula se

encontro a la distancia estimada.

En un estudio realizado por van der Kogel en 1993 se irradiaron ratas
en la zona cérvico-toracica desde segmentos de 1,0 hasta 6,0 cm y no
se observaron diferencias significativas en las dosis de tolerancia
(EDso 21-22 Gy). Asi, se consider6 que la dosis aplicada estaba de
acuerdo a los criterios definidos con anterioridad para obtener las
condiciones patologicas y realizar el trabajo en el aspecto

electrofisiologico y anatomo-patologico.
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Ningun animal de experimentacion presentaba paralisis al momento
en que fueron sacrificados (12 meses post-irradiacion) para el estudio
anatomo-patologico. El tiempo de aparicion de los sintomas post-
irradiacion es muy variable. Animales irradiados en el campo lumbar
mostraron un rango amplio de tiempos en cuanto a la aparicion de la
paralisis, que oscila entre 83 y 211 dias después de una dosis Unica
de 35 Gy (Bradley y col. 1977). En algunas ratas no se apreciaron
cambios en zonas que fueron irradiadas. Dos ratas que sobrevivieron
250 dias post-irradiacion presentaron areas de remielinizacion en
areas focales desmielinizadas. En el area lumbar mas de la mitad de
las ratas no mostraron evidencias de dano medular. En las restantes,
aunque tenian signos neurologicos, no se detect6 un dano directo en
la médula, pero si en las raices posteriores y, menos evidente, en las
raices anteriores, por lo que los investigadores senalaron que la
radiculopatia y no la mielopatia era la responsable de los signos

clinicos.

En humanos, la latencia puede ser mayor, desde tres meses a cinco
anos (Palmer 1972). Se han descrito casos, que van de 14 y hasta 20
anos después (Lagueny y col.1985; Katirji 1990).Tras el inicio de los

sintomas, la progresion es la regla.

Se ha observado que irradiandol cm de médula cervical de ratas con
diferentes intensidades de 137Cs como fuente de rayos gamma (entre
16 y 150 Gy), ninguna rata irradiada con 16 Gy mostr6 paralisis. Los
autores concluyeron que habia dos fases en la latencia de la paralisis
en el rango de radiacion de 18-22 Gy:una a los 5 meses y otra entre
12 y 13 meses después de la irradiacion, lo que sugirié un dano glial y
vascular que se convierte en dano predominantemente glial. En las
dosis limitrofes en roedores es tipico que se presenten largos periodos

de latencia (mas de 10 meses) (Geraci y Mariano 1994).
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El segmento irradiado es otro de los factores que influyen en la
evaluacion del dano por radiacion a la médula espinal. Para evaluar
modelos y estimar la probabilidad de complicacion del tejido
normal,con base en el efecto de dosis-volumen en la zona toracico-
lumbar de la médula espinal de la rata, Philippens y col (2004)
irradiaron con una dosis tnica de 16 a 20 Gy, 4 diferentes segmentos
medulares (4, 1,5, 1,0 y 0,5 cm) cuando se presentaba paresia o
necrosis de la sustancia blanca,y encontraron que las lesiones en las
ratas delos segmentos de 4 y de 1 cm estaban limitadas a las raices
nerviosas en la region lumbar, por lo que la necrosis de las raices
nerviosas tenia un efecto neurologico menos pronunciado que la

necrosis de la sustancia blanca a nivel toracico.

En el estudio electromiografico no se detectéo actividad espontanea
como fibrilaciones, ondas positivas, descargas repetitivas complejas o
fasciculaciones, alteracionesque aparecen en las lesiones de las
motoneuronas del asta anterior y/o las raices anteriores. La presencia
de actividad espontanea anormal, particularmente fibrilaciones y
ondas positivas, en un miotoma determinado, es el hallazgo aislado
mas importante para confirmar una radiculopatia (Lopez
Alburquerque 2008b). Aunque son una manifestacion aguda de
denervacion (aparecen hacia las 2-3 semanas tras la lesion), se
mantienen hasta los 12-18 meses en las radiculopatias,
particularmente en la musculatura distal de extremidades. No se
descarta la posibilidad de lesiones denervativas agudas precoces que
hayan desaparecido debido a wuna reinervacion posterior. Los
hallazgos electromiograficos reinervativos cronicos no pueden ser
estudiados en ratas anestesiadas y, en general, en cualquier animal,
pues el estudio de la morfologia, amplitud y duracion de los
potenciales de unidad motora requiere de cierto grado de colaboracion

del animal.
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Algunos autores han encontrado mayor radiosensibilidad de las raices
lumbares que de la sustancia blanca de la médula toracica en ratas
(Philippens y col. 2007), hallazgos que estan sustentados en los casos
publicados de sindrome selectivo de asta anterior o "amiotrofia" post-
radioterapia en humanos (paraplejia flacida, arrefléxica, sin
alteraciones de la sensibilidad), particularmente asociados a tumores
malignos testiculares (Greenfield y Stark 1948; Kristensen y col. 1977;
Lagueny y col. 1985; de Carolis y col. 1986; Feistner y col. 1989;
Lamy y col. 1991; de Scisciolo y col. 1991; Grunewald y col. 1992;
Bowen y col. 1996; van der Sluis y col. 2000;Mathis y col. 2007). Las
alteraciones neurogenas que encuentran estos investigadores fueron
fibrilaciones, ondas positivas, fasciculaciones, mioquimias, descargas
repetitivas complejas y potenciales de unidad motora aumentados en
amplitud y  duracion, resultado de un proceso de
denervacion/reinervacion cronica. La conduccion motora y sensorial

generalmente fue normal.

Frecuentemente, se observo un alargamiento de la latencia de la onda
F, en consonancia con una probable alteracion de la conduccion en
los segmentos proximales nerviosos, probablemente en las raices
anteriores. La mayoria de estos pacientes recibieron una dosis de
radiacion total entre 35 y 90 Gy. Las zonas irradiadas incluyeron
principalmente el mediastino, cadenas linfaticas iliacas y aorticas
lumbares, ademas del escroto. Lo que sugieren estas alteraciones, son
el resultado de una lesion localizada preferentemente en las raices
anteriores, aunque no se descarta una lesion asociada de las
motoneuronas de las astas anteriores de la médula espinal (Mathis y
col. 2007). Los investigadores proponen un origen mixto de la
patologia, vascular y degenerativo, secundario a la radioterapia. En la
revision bibliografica que se llevo a cabo no se han encontrado

estudios electromiograficos en ratas sometidas a radiacion.

Tampoco se modifico la conduccion motora del nervio ciatico

(conduccion a musculo gemelo, a musculo de la planta del pie o
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latencia de la onda F) tras la radiacion en el grupo de ratas
estudiadas. No se han encontrado referencias de estudios de este tipo
realizados en rata.En algunos de ellos, particularmente en humanos,
se ha observado un leve descenso de la velocidad de conduccion
debido a la pérdida de los axones de mayor diametro y un retraso de

la latencia de la onda F (van der Sluis y col. 2000).

La duracion de los potenciales motores de los musculos gemelos
obtenidos tras la estimulacion del nervio ciatico se encontraron mas
prolongados tras la irradiacion, aunque este resultado tienen escasa
relevancia ante la ausencia de variacion de la duracion del potencial
compuesto motor en musculos plantares. Como se ha referido
previamente, este potencial, que fue obtenido con electrodos
superficiales de copa, representa la resultante de varios potenciales de
unidad motora frente al registrado en musculo gemelo con electrodo

coaxial de aguja, que registra solamente una unidad motora.

La latencia de la onda F obtenida en los musculos plantares,
paradodjicamente fue menor después de la radiacion, lo que es dificil
de explicar debido a que la onda F se obtiene mediante un estimulo
antidromico de la motoneurona y, por tanto, explora los segmentos
proximales del nervio, incluidas las raices anteriores; de estar
lesionadas éstas, particularmente con desmielinizacion, se esperaria
un aumento de la latencia (Eisen 1985). Por otra parte, el aumento de
peso y tamano de las ratas en el segundo estudio también hubieran
influido en este sentido. No se han encontrado referencias en la
literatura consultada que evaluen la latencia de la onda F en ratas
sometidas a radiacion. En humanos, se ha observado un aumento de
la latencia de la onda F (Feistner y col. 1989; Bowen y col. 1996; de
Carolis y col. 1996).

En todas las ratas pudieron registrarse PES con la técnica de los
electrodos superficiales, aunque no se observaron diferencias

significativas entre el grupo control y post-irradiacion. La morfologia
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de los PES obtenida con esta técnica es similar a la referida con
electrodos intracraneales (epidurales) estimulando el nervio ciatico
(Hurlbert y col. 1993), aunque otros investigadores han obtenido
morfologias ligeramente diferentes debido a la variedad de técnicas
utilizadas (Allison y Hume 1981; Fehlings y col. 1988; Stienen y col.
2003). Utilizando la misma técnica, se obtienen registros muy
similares en las diferentes especies como ratas, gatos, monos o
humanos, sugiriendo la existencia de los mismos generadores de los

PES (Allison y Hume 1981; Oguzhanoglu y Kurt 2001).

Hurlbert y col. (1993) en su estudio sobre 18 ratas, obtienen un
primer potencial positivo de baja amplitud, con una latencia media de
9,1+0,7 ms (rango 7,1-10,8 ms) denominado P9, que se corresponde
con el potencial P1 obtenido en el grupo control del presente estudio,
cuya latencia es de 10,6+0,9 ms (rango 9,3-12,3). Se haconsiderado
que esta onda, junto al complejo P2-N2 (L3-L4 de los trazados en los
potenciales obtenidos en este trabajo), representa la llegada del
estimulo al cortex sensorial. No se descarta que el primer componente
Pltenga un origen subcortical, probablemente talamico, siendo el
complejo P2-N2 la respuesta propiamente cortical (Hurlbert y col.
1993).

El pequeno retraso obtenido en las ratas de este estudio es debido a
que el estimulo se aplicoé distalmente en los nervios plantares, frente
al nervio ciatico en el estudio de Hurlbert y col. (1993). Solamente se
evalu6 este primer potencial de corta latencia que refleja la
conduccion a través de la via somestésica central. Mientras que los
potenciales de corta latencia dependen de las propiedades fisicas y
temporales del estimulo (variables exodgenas), los componentes de
larga latencia, con mayor amplitud y distribucion bilateral, tienen un
substrato anatomico incierto y se afectan por el estado psicofisico del
sujeto,particularmente del nivel de conciencia, y por tanto, pueden

verse afectados por la anestesia (Lopez Alburquerque 2008a).
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Hurlbert y col (1993) observan gran variabilidad de los componentes
del PES con latencias superiores a 30 ms. Por ello, el tiempo de
analisis de los PES en este estudio se acoté en los primeros 20 ms.
Los potenciales precoces, que estan vehiculados por las fibras de
grueso calibre del nervio y cordones posteriores de la médula no se
afectan por la anestesia. El principal inconveniente de la medida de
los componentes precoces, en particular el potencial P10 del grupo de
ratas estudiadas, es su baja amplitud, que en ocasiones puede
dificultar su identificacion. Por el contrario, frente a los componentes

tardios, su latencia es muy estable.

La medida de la amplitud puede realizarse indistintamente utilizando
los criterios base-pico o mas facilmente pico-pico. Debido a que las
amplitudes de los PES son muy variables y no siguen una distribucion
normal, no se utilizan los valores absolutos para evaluar una
afectacion de la via somestésica, su interpretacion debe realizarse con
cautela. En general, suele considerarse anormal una diferencia
superior al 50% entre ambos lados. La alteracion de la amplitud o la
ausencia de un componente es un hallazgo inespecifico ya que puede
significar indistintamente bien wuna alteracion o bloqueo de la
conduccion, bien una pérdida axonal o neuronal de la estructura
generadora del potencial (Lopez Alburquerque 2008a). La amplitud
delos PES puede estar influida por la intensidad del estimulo, aunque
no se observan diferencias en los potenciales precoces cuando la
intensidad del estimulo oscila entre 3 y 10 mV (Hurlbert y col 1993).
Los potenciales tardios estan mas influidos por la intensidad del
estimulo. En este trabajo se aplico una intensidad estimada con
referencia a la movilidad de los dedos de la pata, por la dificultad o
incertidumbre sobre la cercania del electrodo estimulador del nervio
plantar. Si se aplicara la misma intensidad del estimulo, la intensidad
real seria menor en los casos en los que el electrodo se encontrara

mas alejado del nervio.
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En el grupo de ratas estudiadas no se han observado diferencias
significativas en latencias y amplitud de los diferentes componentes
de los PES.Se utilizo un grupo control para evitar el factor distorsion
de latencias producido por el crecimiento de las ratas, que incidiria
aumentando los valores de éstas, debido a la gran longitud que
representa la via somestésica periférica y central desde los nervios

plantares a vértex. Se ha observado que los componentes precoces de

los PES (= 19 ms) se correlacionan significativamente con el peso de la

rata (Hurlbert y col. 1993). La ausencia de referencias previas en la
literatura sobre estudio de PES post-irradiacion en ratas nos impide
comparar nuestros resultados, que probablemente traducen la
ausencia de lesiones encontradas en los estudios anatomo-

patologicos.

Algunos estudios de PES en humanos han confirmado la existencia de
una mielopatia post-irradiacion. En efecto, Dorfman y col. (1982), en
un calculo indirecto de la conduccion espinal mediante PES y la onda
F en adultos que recibieron radioterapia en la médula toracica por
cancer de pulmoén, observaron un retraso en el tiempo de conduccion
medular. La velocidad de conduccion somestésica medular no estuvo
asociada a la dosis total de radiacion recibida, aunque si a la duracion
del tratamiento. Por el contrario, otros autores han observado una
correlacion entre la dosis recibida y la alteracion de los PES en sujetos
sometidos a la radioterapia (de Scisciolo y col. 1991). En algunos
casos, se ha observado una sensibilidad superior a la resonancia
magnética en la deteccion de lesiones medulares tras la radioterapia
(Magrini 'y col. 1990). Eventualmente, pueden aparecer
manifestaciones clinicas, como el signo de Lhermitte, que indiquen la
presencia de una mielopatia post-irradiacion pero sin alteracion de los
PES (Lecky y col. 1980). No se descarta que las ratas hayan sufrido
una lesion transitoria con recuperacion posterior sin repercusion en la
via somestésica, como han observado algunos investigadores con

dosis bajas de radiacion (28 Gy) en ratones (Lo y col. 1992).
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Bijl y col. en 2002 sugirieron la influencia de una distancia de
migracion critica de 2-3 mm para las células involucradas en los
procesos regenerativos. En la médula espinal de ratas ocurre un
mecanismo no-local de reparacion que actua del tejido no-irradiado al
irradiado, lo que evita que ocurra la necrosis de la sustancia blanca
(van Luijk y col. 2005). Es posible que un mecanismo semejante haya
sucedido a las ratas del estudio y por ende, no se pudieron apreciar
las manifestaciones clinicas convencionales en estudios de radiacion a
la médula espinal. Puede ser que la razéon de no haber encontrado

evidencias anatomo-patologicas responda a este mismo hecho.

Como se expuso previamente, un tiempo de latencia mayor entre
radiacion y analisis de resultados podria haber dado lugar a la
aparicion de lesiones tardias post-irradiacion y, en consecuencia, una
alteracion de los PES. Finalmente, dado que se observé un discreto
aumento de la latencia del primer componente positivo (P1) de los PES
en las ratas tras la irradiacion (11,2+0,7) frente a los controles
(10,6+0,9), si se hubiese estudiado un mayor numero de ratas, podria
haberse obtenido una diferencia significativa entre las ratas control y

las irradiadas.

En relacion a los hallazgos anatomo-patologicos en este trabajo, no se
observaron cambios significativos en la médula espinal de las ratas
estudiadas debido a las razones comentadas con anterioridad en otros
apartados y donde se destaca que, aparte de que la dosis pudo
serinsuficiente, los mecanismos de reparacion que se desencadenan
pudieran formar parte de la explicacion de que no se apreciaran

signos de degeneracion caracteristicos de tejidos irradiados.

Mastaglia y col. en 1976, observaron que la degeneracion de la mielina
se iniciaba con un ensanchamiento nodal y una degradacion
paranodal seguida de inflamacion axonal y desintegracion diseminada
de la vaina de mielina. Los cambios se sucedieron a 2 semanas post-

irradiacion y se incrementaron con tiempos mas largos y dosis mas

TESIS DOCTORAL | 107



altas. Se detectd6 una predileccion por las columnas ventrales y
superficiales. A los tres meses, los signos de remielinizacion eran
evidentes. Algo muy importante del estudio era que los cambios de la
mielina se observaban con dosis tan bajas como 5-10 Gy. Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, las regiones
irradiadas fueron la cervical y la lumbar, con las particularidades ya
comentadas. Estos investigadores hacen especial mencion a la
presencia de degeneracion walleriana de la sustancia blanca en fibras
de todos los calibres,que al principio era en unas pocas, pero se
incremento con el tiempo y no se detecté que hubiera una relacion
con la dosis. Ellos postularon un avance tardio (hacia los 12 meses)
de la radionecrosis en ratas sometidas a exposiciones de radiacion

superiores a los 19 Gy.

En los estudios donde se analiza la histopatologia de la MR en
humanos, las lesiones de la médula espinal se clasifican como
lesiones parenquimales de la sustancia blanca (tipo 1), lesiones
vasculares primarias (tipo 2) o una combinacion de lesiones
vasculares y de la sustancia blanca (tipo 3). Las lesiones 1 y 3 tenian
periodos de latencia mas cortos que los del tipo 2. El nivel irradiado
de la médula no parecio influir sobre el tipo de lesion. Las reacciones
inflamatorias se observaron mas frecuentemente en las lesiones de

tipo 3 (Schultheiss y col. 1988).

Finalmente, puede concluirse que en el modelo experimental
propuesto de MR en ratas sometidas a bajas dosis de radiacion (22
Gy) en la médula lumbo-sacra, no se han detectado, a los 12 meses
tras la radiacion, alteraciones neurofisiologicas en nervios periféricos
de extremidades posteriores ni en la médula, de acuerdo con la

ausencia de lesiones en los estudios histopatologicos.
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7. CONCLUSIONES

110



Electrofisiologia e Hispatologia de la Mielopatia Post-irradiacién en Ratas

TESIS DOCTORAL | 111



Se han desarrollado y normalizado los diferentes parametros de
estimulacion y registro de una nueva y sencilla técnica para el
estudio de la mielopatia post-irradiacion en ratas, mediante
potenciales evocados somatosensoriales (PES) con registro

extracraneal.

En todos los animales explorados se pudo identificar el primer
componente positivo (P1) del PES cerebral con una latencia
media de alrededor de 11 ms, asi como el complejo P2-N2, que
representa la llegada al cortex sensorial del estimulo aplicado

al nervio plantar interno.

No hubo diferencia significativa de la latencia P1 del PES entre
el grupo de ratas control y el sometido a irradiacion que
expresara una alteracion de la conduccion en la via

somestésica central compatible con MR.

La ausencia de actividad denervativa en los musculos gemelos
y la normalidad de la amplitud del potencial compuesto motor
en los musculos plantares indican la ausencia de lesiones en el
asta anterior y /o raices anteriores de la médula en las ratas
sometidas a irradiacion ionizante. El descenso de la latencia de

la onda F post-irradiacion es de significado incierto.

El examen histopatolégico de la médula irradiada no mostro
lesiones significativas en los vasos capilares, la mielina o las

motoneuronas del asta anterior.

La ausencia de alteraciones o lesiones en los estudios
neurofisiologicos e histopatologicos esta en consonancia con la
ausencia de déficit funcional neurologico (paresia o paralisis)

en las ratas sometidas a irradiacion.
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Se postula que la ausencia de lesiones sea debida a la baja
dosis de irradiacion aplicada (22 Gy) y/o al corto tiempo de

observacion post-irradiacion (12 meses).

Finalmente, del presente estudio se desprende que dosis de
irradiacion de aproximadamente 22 Gy parecen ser bien
toleradas en la region lumbo-sacra de la médula espinal de

ratas.
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GRAFICA 2. VALORES DE DURACION DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA
ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO GEMELO EN RATAS
PRE Y POST-IRRADIACION DE LA ZONA LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 3. VALORES DE AMPLITUD (BASE-PICO) DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA
ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO GEMELO EN RATAS PRE Y
POST- IRRADIACION EN LA REGION LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 4. VALORES DE AMPLITUD (PICO-PICO) DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR
LA ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO GEMELO EN RATAS PRE Y
POST-IRRADIACION DE LA REGION LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 5. VALORES DE LA ONDA F DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA
ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO GEMELO DE RATAS PRE Y POST-
IRRADIACION DE LA REGION LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 6. VALORES DE LATENCIA DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA ESTIMULACION
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GRAFICA 7. VALORES DE LA DURACION DEL INTERVALO L1-L4 POR LA ESTIMULACION DEL NERVIO
CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULOS PLANTARES EN RATAS PRE Y POST-IRRADIACION DE LA REGION
LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 8. VALORES DE AMPLITUD BASE-PICO DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA
ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULOS PLANTARES EN RATAS PRE Y
POST-IRRADIACION DE LA REGION LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 9. VALORES DE AMPLITUD PICO-PICO DEL POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA
ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULOS PLANTARES EN RATAS PRE Y
POST-IRRADIACION DE LA REGION LUMBO-SACRA DE LA MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 11. MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS VALORES DE LATENCIA (P1) DE
LOS PES DE RATAS CONTROLES E IRRADIADAS EN LA REGION LUMBO-SACRA DE LA
MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 12. MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS VALORES DE AMPLITUD (P1-N1)
DE PES DE RATAS CONTROLES E IRRADIADAS EN LA REGION LUMBO-SACRA DE LA
MEDULA ESPINAL
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GRAFICA 13. MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS VALORES DE LATENCIA EN EL
POTENCIAL ELECTROMIOGRAFICO POR LA ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y
REGISTRO EN MUSCULO GEMELO EN RATAS PRE Y POST-IRRADIACION DE LA
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9.2Fotos
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FOTO ANEXO 1.Perfusiéon de una de las ratas del estudio que fue
sometida a radiacion ionizante en la region lumbo-sacra de la médula
espinal.
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FOTO ANEXO 2:Proceso de extraccion de la médula espinal de una
de las ratas sometidas a radiacion ionizante en la region lumbosacra.
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FOTO ANEXO 3:Seccion de tejido medular de una rata sometida
sometida a radiacion ionizante en la region lumbo-sacra de la médula
espinal.
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9.3 Tablas de Resultados
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TABLA ANEXO 1. VALORES DE LATENCIA, DURACION, AMPLITUDES (B-P) Y (P-P) Y DE LA ONDA F DEL
ESTUDIO ELECTROMIOGRAFICO POR ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO
GEMELO EN RATAS ANTES (A) Y DESPUES (B) DE LA IRRADIACION A LA REGION LUMBO-SACRA DE LA
MEDULA ESPINAL

ESTIMULACION NERVIO CIATICO- MUSCULO: GEMELO

LATENCIA DURACION(ms) AMPLITUD AMPLITUD
RATA ONDA F (ms)
(ms) (L1) INTERVALO L1-L4 (B-P) (mV) L1-L3 (P-P) L3-L4
ESTUDIO
A B A B A B A B A B

1 1,14 2,4 17,2 27,9 6,58
2 0,67 2,59 1,67 3,28 17,2 31,95 22,7 16,1 59
3 1,04 0,99 1,97 2,43 10,4 22,7 18,8 25,3 6,34 5,64
4 1,14 1,69 11,4 18,3 6,38
5 0,95 0.87 1,4 2,07 7,86 9,89 20,4 16,05 5,12 5,32
6 1,31 1,51 1,17 2,21 3,71 19,6 16,2 22,4 5,98 7,48
7 1,75 2,4 7,89 4,6 6,71
8 1,26 1,06 1,3 1,63 29,4 5,61 44,2 21,6 7,19 6,32
9 1,2 1,09 2,39 2,63 6,81 8,25 10,1 14,2 8,22 No hay
10 1,32 1,86 10,6 17,9 9,56
11 1,22 1,03 1,87 2,4 11,6 19,4 24 14 5,51 8,02
12 1,21 1,17 41 7,75 7,42
13 1,1 1,03 1,45 2,38 1,4 4,12 7,96 4,6 511 13
14 1,2 4,63 13,2 17,8 7,2
15 1,29 0,88 3,32 2,39 10,9 24,6 15,4 25,9 6,82 4,74
16 1,78 1,43 4,58 15,4 16,4 24,6 5,31
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TABLA ANEXO 2. VALORES DE LATENCIA, DURACION, AMPLITUDES (B-P) Y (P-P) Y DE LA ONDA F DEL
ESTUDIO ELECTROMIOGRAFICO POR ESTIMULACION DEL NERVIO CIATICO Y REGISTRO EN MUSCULO
PLANTAR INTERNO EN RATAS ANTES (A) Y DESPUES (B) DE LA IRRADIACION A LA REGION LUMBO-
SACRA DE LA MEDULA ESPINAL

ESTIMULACION CIATICO-PLANTARES
LATENCIA DURACION (ms) AMPLITUD AMPLITUD
RATA ONDA F (ms)
(ms) (L1) INTERVALO L1-L4 (B-P) (mV) L1-L3 (P-P) L3-L4
ESTUDIO
A B A B A B A B A B
1 2,37 2,5 1,48 2,14 5,76 0,56 6,78 1,3 7,61 6,36
2 2,48 2,22 1,56 0,93 5,56 7,46 9,19 12,9 6,9 6,01
3 2,29 2,38 1,7 1,7 7,79 4,51 9,08 6,74 7,17 6,8
4 2,00 1,78 0,51 1,22 6,01
5 2,27 2,46 1,9 1,62 4,74 4,57 6,43 9,5 8,01 6,54
6 1,8 2,25 2,17 0,99 3,82 3,45 4,37 4,76 7,32 | 6,97
7 2,56 2,19 1,82 2,66 2,73 1,06 6,66 1,5 7,92 | 7,51
8 2,23 2,5 1,18 1,27 0,33 0,87 3,23 1,51 7,81 6,97
o 2,16 1,55 2,18 3,7 3,84 4,05 4,27 4,45 7,86 | 7,43
10 2,29 2,5 2,23 1,24 2,28 3,08 5,41 7,55 7,9 6,58
11 2,54 2,35 3,91 1,5 4,42 5,44 4,74 8,88 8,26 | 7,07
12 2,44 1,03 1,62 2,15 2,67 2,61 4,59 5,74 7,62 | 6,64
13 2,42 1,98 1,27 1,86 4,41 2,83 7,01 4,43 7.4 8,15
14 2.54 1,66 6,54 8,41 7.7
15 2,7 2,48 2,68 1,63 6,03 4,54 5,99 0,47 7,76 | 6,54
16 2,11 1,68 1,34 4,06 6,94
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