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RESUMEN
InTRODUCCION: La mielopatia post-irradiacién es una consecuencia grave de la radioterapia.

OgJeTivo: Caracterizar los efectos de bajas dosis de radiacion sobre la conduccién nerviosa y evaluar las alteraciones histopatoldgicas
en la region lumbosacra de la médula espinal de ratas de cuatro meses de edad.

MeTopos: Se irradi6 la region lumbosacra de 19 ratas Wistar de cuatro meses de edad con una dosis Unica de 22 Gy. Las posibles
lesiones fueron evaluadas tras la irradiacion por métodos neurofisiolégicos y a los 12 meses por métodos neurofisiolégicos e
histopatolégicos.

ResuLTaDOs: No se detectaron signos denervativos ni alteraciones en la conduccién nerviosa periférica y/o central. Los estudios
histopatolégicos no detectaron pérdida de neuronas en astas anteriores ni desmielinizacion en las vias largas de la médula. El posible

dafio producido post-irradiacion se puede monitorizar mediante técnicas neurofisiol6gicas atraumaticas como los potenciales evocados
somatosensoriales.

ConcLuslonEs: Las dosis bajas de irradiacion no son lesivas para la médula espinal ni para las raices dorso-lumbares.

Palabras clave: Espafia, médula espinal, México, mielopatia post-irradiacion, potenciales evocados somatosensoriales, ratas.

ABSTRACT
INTRODUCTION: Post-irradiation myelopathy is a serious consequence of radiotherapy.

OsiecTive: To chacterize the effects of low radiation doses on nerve conduction and assess the histopathological alterations in the
lumbosacral region of the spinal cord of rats 4 months old.

MeTHops: Nineteen Wistar rats were irradiated with a single dose of 22 Gy. After irradiation the possible lesions were assessed by
neurophysiological methods and at twelve months by neurophysiological and histological procedures.

ResuLTs: No denervation signs or peripheral and/or central nerve conduction abnormalities were observed. Histopathological studies
detected no loss of neurons in anterior horns or long tract demyelination in the spinal cord. The possible post-irradiation damage can be
monitored by atraumatic neurophysiological techniques such as somatosensory evoked potentials.

ConcLuslons: Low radiation doses are not harmful for the spinal cord or dorsolumbar roots.

Key words: Mexico, post-irradiation myelopathy, rats, somatosensory evoked potentials, Spain, spinal cord.
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INTRODUCCION

radioterapia, puede comprometer gravemente la salud y
calidad de vida de los pacientes. Los procesos celulares

de las alteraciones no estan claros y la MR puede ocurrir
tardiamente. Secciones de la médula espinal estan en los campos
de radioterapia para tratamiento de procesos malignos en cuello,
térax, abdomen, pelvis y seminoma.'® La latencia esta entre 10 y
24 meses; la incidencia entre 0.8 y 10%.°%° Se han descrito mas
de 500 casos.*® Hoy se presentan datos semejantes.® Para el
diagndstico se consideran los sintomas clinicos,?® los estudios
histopatoldgicos,*' y los estudios electrofisiolégicos y de biologia
molecular.*>

La dosis total determina la gravedad de las lesiones y la latencia.’**°
El tipo y el dafio dependen del nivel de la médula espinal donde fue
iradiada.'®?*?2 |a edad es un factor determinante: entre mas joven,
mas susceptible.® El otro es el tamafio del campo de irradiacion.?
Con dosis Unicas hasta de 28 Gy, puede haber recuperacién.?>2

La electrofisiologia muestra méas lenta la velocidad de
conduccion somatosensorial espinal que la normal segun la dosis
de radiacién recibida, el nivel de la médula espinal y tipo de
tumor. Las amplitudes distales y los potenciales sensoriales
son normales. La latencia de la onda F se prolonga.l>1427-2
Los individuos expuestos a altas dosis mostraron potenciales
evocados somatosensoriales alterados.

] a mielopatia post-irradiacion (MR), consecuencia de

METoDOS

Animales

Se utilizaron 19 ratas macho de la cepa Wistar de
aproximadamente cuatro meses de edad y de 230-250 g de peso.
Todos los animales de experimentaciéon 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 con las normas establecidas
para animales de laboratorio por la legislacion espafiola y europea.
Se les evalu6 su condicidon motora y su peso con una periodicidad
de aproximadamente un mes. Se utilizaron cinco ratas de edad y
peso similares como controles. A cada animal se le realizé, bajo
anestesia, un estudio electrofisioldgico inicial y a los 12 meses,
que consistié en lo siguiente:

1) Electromiografia de los musculos en gemelos de ambas
extremidades posteriores.

2) Conducciéon motora del nervio ciatico y

3) Potenciales evocados somatosensoriales.

Se utilizaron cinco ratas de similar edad y peso como controles
y 14 ratas fueron irradiadas.

Electrofisiologia
» Electromiografia. Para el estudio electromiogréfico se
utilizaron electrodos coaxiales de aguja. Se insertaron en
al menos tres puntos de los musculos gemelos de ambas
extremidades posteriores. Se evaludé fundamentalmente
la presencia de actividad espontanea: fibrilaciones, ondas

positivas, fasciculaciones, mioquimias o descargas
repetitivas complejas. El registro se realiz6 utilizando
una sensibilidad del electromiégrafo de 50 pV/division,
un tiempo de estudio de 100 ms y una banda de
frecuencias entre 20 y 10000 Hz.

A. Conduccion nerviosa motora: El estudio de

conduccién motora se realizé en el nervio ciatico
izquierdo de cada animal. Se estimulé 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 (Figura 1).
La respuesta motora se recogié en gemelos con
electrodo coaxial de aguja en musculos plantares
(potencial de accion compuesto motor) mediante
electrodos superficiales circulares de Ag/AgCl.
El electrodo activo se colocé 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 evalud la latencia
de la respuesta F en los musculos plantares.

B. Potenciales evocados somatosensoriales (PES):
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 (Figura 2).

Figura 1. 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.

Rev Mex Neuroci vayo-unio, 2013; 14(3): 111-118




Serrano-Money FE, et al. Efectos de dosis bajas de radiacion ionizante en médula espinal de ratas

i

Figura 2. Técnica de estimulacion nerviosa para medir los potenciales
evocados somatosensoriales. El electrodo estimulador monopolar de aguja
(verde) esta 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.

Figura 3. Colocacién de los electrodos cefalicos para el registro de los
potenciales evocados somatosensoriales. El electrodo activo (verde) y
referencial (rojo) se colocaron mediante pasta conductora sobre una
superficie previamente rasurada y escarificada mediante un producto
abrasivo y finalmente limpiada con alcohol.

La respuesta se recogié en cortex utilizando electrodos
superficiales circulares de EEG. El electrodo activo se
colocé en la linea interauricular y el referencial en el
extremo de la nariz (Figura 3). Previamente se rasur6
la cabeza y se limpié con una sustancia abrasiva y
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
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contraccion de los dedos del pie. El tiempo de estudio
se establecié en 20 ms, la sensibilidad en 20 pV/
division y la banda de frecuencia se acot6 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 y se
guardaron para su posterior andlisis. Se estudid la
morfologia, latencia y amplitud de los potenciales
precoces P1, N1y P2.

Irradiacién de los animales de experimentacion

Se utilizaron fotones de un acelerador lineal de electrones
modelo Primus de la compafiia Siemens. Los fotones tienen una
energia nominal de 6 MeV. Se emple6 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 sesién, estando la
superficie del volumen a irradiar a 100 cm de distancia del foco
del acelerador.

Como la médula estd aproximadamente a 8 mm de
profundidad y la dosis se deposita a 15 mm, se colocé sobre
cada animal, 6 mm de sustancia equivalente a tejido. De esta
forma, los 22 Gy se depositaron a 9 mm de profundidad en el
animal. El area se ubicé a aproximadamente a 3.0 cm de
distancia de la base de la cola y fue de 1.5 cm de largo por 1.0
cm de ancho (Figura 4). El tiempo de irradiacién para cada animal
fue de 14.15 minutos, es decir, 14 minutos y 9 segundos, con lo
gue la tasa de dosis fue de 1.55 Gy/min.

Histologia

Todos los animales fueron anestesiados profundamente
con Equitesina (2.4 mg/kg/via intraperitoneal), heparinizados
y perfundidos a través de la aorta con 50 mL de solucién salina
(9 g/l de NaCl) y, posteriormente, con 500 mL de para-
formaldehido al 4% en tampén PBS (pH 7.2) (solucion fijadora).
Se extrajeron encéfalo y médula espinal de cada uno de los
animales. Las técnicas histologicas se llevaron a cabo de
acuerdo con lo descrito previamente en la literatura.®3® En
este trabajo su utilizaron las técnicas inmunocitoquimicas para
visualizacién de CGRP, sustancia P, L-glutamato y acetilcolina.
Asimismo, se aplicaron técnicas con marcadores pan-
leucociticos (anti-CD45) que muestran las infiltraciones en la
médula espinal a nivel toracico, lumbar y sacro.

Para la cartografia de las secciones tratadas se utilizd el
atlas estereotaxico de Paxinos y Watson.** 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 ajusté Unicamente el brillo y contraste de las capturas.
No se realiz6 ninguna otra manipulacion de las imégenes.
La confeccion de las figuras con microfotografias y los ajustes
de brillo y contraste fueron realizados con Adobe Photoshop
Elements 2.0.

Andlisis estadistico
Se analizaron los datos estadisticamente de acuerdo con
los procedimientos estipulados por las propias caracteristicas
de los datos y en funcién de lo que se pretendia estudiar, con
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Figura 4. Diagrama de la médula espinal de la rata y raices, mostrando
las areas diana de irradiacion: toracica, lumbar y cauda equina. En este
trabajo el area irradiada abarcé la parte baja lumbar, la sacra y un
pequeno fragmento caudal. Adaptado de Greene (1968).%°

el programa SPSS®v.15.0 para Windows. Se determind si habia
0 no homogeneidad de varianzas. En el caso en el que si se
presentd, se utiliz6 la prueba de t de Student para muestras
dependientes. En el caso en que no fue asi, se utilizé la prueba
de Wilcoxon.®®

RESULTADOS

Electrofisiologia

El estudio electromiografico de los musculos gemelos de
ambas extremidades inferiores de los animales no mostré ninguna
actividad espontanea en reposo sugestiva de denervacion aguda
(fibrilaciones u ondas positivas), tanto en el estudio basal como
en el estudio post-irradiacion. Igualmente, al estimular el nervio
ciatico, se obtuvieron potenciales de accién motores en los
musculos gemelos y en los plantares, antes y después de la
irradiacién. Se registré sistematicamente la onda F en los
musculos plantares (Figura 5). Las latencias medias ni la amplitud
registradas en el musculo gemelo pre y post-irradiacién mostraron
diferencias significativas. La duracion del potencial fue
significativamente mayor en el estudio post-irradiacion. No se
observd una diferencia significativa entre los valores de las
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latencias pre y post-irradiacién de la duracién del potencial
compuesto motor ni en la amplitud obtenidos en los misculos
plantares. Contrariamente, se observé una diferencia significativa
(p < 0.01) entre las latencias pre y post-irradiacion de la onda F.
Estas ultimas fueron mayores (Tablas 1y 2).

» Potenciales evocados somatosensoriales (PES). En
todas las ratas estudiadas, tanto controles como irradiadas,
se obtuvieron los PES y se pudo identificar el primer
potencial positivo que se considera como la llegada del
estimulo al cortex somatosensorial (Figura 6). La
comparacion de los valores obtenidos de latencia del
primer potencial positivo del grupo de ratas irradiadas no
mostré diferencias estadisticamente significativas con los
obtenidos de las ratas control (Tabla 3).

Caracteristicas anatémicas

El estudio comparativo de las médulas mediante las
técnicas inmunocitoquimicas para la visualizacién de CGRP,
sustancia P, L-glutamato y acetilcolina, asi como marcadores
pan-leucociticos que muestran las infiltraciones en la médula
a nivel toracico, lumbar y sacro al cabo de un afio de haber
irradiado los animales, no mostr6 ningin marcador que
evidenciara diferencias entre los animales controles y los animales
radiados. Se aprecia una ligera dilatacion de los vasos en el grupo
de animales irradiados (Figura 7).

Discusion

Se puede evaluar mediante una técnica neurofisiolégica
atraumatica (PES) con registro cerebral extracraneal, la via
somestésica medular, procedimiento no aplicado previamente
en la investigacién de la mielopatia post-irradiacion en
roedores.

La dosis aplicada a los animales de experimentacion en
este trabajo se determind para minimizar la mortalidad y analizar
los cambios en la médula espinal con dosis bajas de radiacion
suficientes para producir una mielopatia o radiculopatia. Hay
pocos cambios incluso con dosis de 40 Gy.%*

Tras irradiacion de la médula debajo de las vértebras L1/
L2, la caracteristica patolégica principal es necrosis de las
raices nerviosas, a diferencia de las regiones cervicales y
toracicas.? La dosis de radiacién fue aplicada correctamente
a la médula de las ratas estudiadas; en la diseccion se aprecié
gue ésta estaba a la distancia estimada.

Ratas irradiadas en la zona cérvico-toracica en
segmentos de 1.0 hasta 6.0 cm no mostraron diferencias
significativas en las dosis de tolerancia (ED,;21-22 Gy).%®
La aparicion de pardlisis oscila entre 83 y 211 dias tras una
dosis Unica de 35 Gy. En algunas ratas no se apreciaron
evidencias de dafio medular en zonas irradiadas pero si en
raices posteriores. Los investigadores sefialaron que laradiculopatia
y no la mielopatia era la responsable de los signos clinicos.?
En dosis limitrofes, los roedores presentan largos periodos
de latencia.!®

El estudio electromiografico en este trabajo no detecté
actividad espontanea como fibrilaciones, ondas positivas,
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Figura 5. A) Potencial de accién motor
obtenido en gemelo tras la
estimulacion del nervio ciatico en una
de las ratas, antes (arriba) y después
(abajo) de la irradiacién. No se
observan diferencias significativas en
la latencia, duracién y amplitud de
los potenciales. B) Potencial de accién
compuesto motor de los musculos
plantares tras la estimulacién del nervio
LS ciatico, antes (arriba) y después (abajo)
de la irradiacién. Latencia, amplitud
y duracién son similares en ambos
registros. A la derecha del registro
(L5) aparece la onda F.

Tabla 1. Valores obtenidos de latencia, duracién y amplitud del potencial evocado motor obtenido en el musculo gemelo de las ratas pre (A) y post-

irradiacién (B). Se muestran las latencias de la onda F.

Latencia Duracién Amplitud (uV) Onda F
(ms) (ms) (B-P) (P-P) (ms)
A B A B A B A B A B
1.1+0.20 1.22 £ 0.54 | 1.83 +0.67 2.38 £ 0.44* | 11.03 + 8.29 16.23 + 9.74 19.97 £ 10.54 17.79 £ 6.75 6.01 £+0.81 7.21 £2.80

Todos los valores se expresan en medias y desviaciones estandar. El asterisco (*) sefiala las diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 2. Valores obtenidos de latencia, duracién y amplitud del potencial evocado motor obtenido en musculos plantares de las ratas pre (A) y post-

irradiacién (B). Se muestran las latencias de la onda F.

Latencia Duracién Amplitud (uV) Onda F
(ms) (ms) (B-P) (P-P) (ms)
A B A B A B A B A B
2.32+0.20 2.18 +0.44 1.98+0.71 1.80+0.78 4.18 £1.92 3.53 +2.02 6.05+ 1.95 6.05 + 3.56 7.66 £ 0.37 6.93 + 0.54*

Todos los valores se expresan en medias y desviaciones estandar. El asterisco (*) senala las diferencias significativas (p < 0.05).

descargas repetitivas complejas o fasciculaciones, que aparecen
en las lesiones de las motoneuronas del asta anterior y/o las
raices anteriores. Probablemente ocurrié una reinervacion
posterior. Los procesos electromiogréaficos reinervativos
crénicos no pueden estudiarse en ratas u otros animales
anestesiados pues para evaluar la morfologia, amplitud y
duracion de los potenciales de unidad motora, se requiere de
colaboracion del sujeto. Las alteraciones neurégenas
encontradas en humanos fueron fibrilaciones, ondas positivas,
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fasciculaciones, mioquimias, descargas repetitivas complejas
y potenciales de unidad motora aumentados en amplitud y
duracion, resultado de un proceso de denervacién/reinervacion
cronica. La conduccién motora y sensorial era normal.” Se
observd un alargamiento de la latencia de la onda F, probable
alteracion de la conducciéon en los segmentos proximales
nerviosos de las raices anteriores.?* No se encontraron
estudios electrofisiolégicos en ratas sometidas a radiacion de
la médula espinal.
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Figura 6. A) Potencial evocado somatosensorial en una rata post-irradiacion.
El registro superior corresponde a la estimulacién 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) seguido
de un tercer componente negativo (L4) de mayor amplitud. (ms:
milisegundos; uV: microvoltios).

Tabla 3. Valores obtenidos de latencia y amplitud de los PES en las
ratas controles (A) e irradiadas (B).

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

Todos los valores se expresan en medias y desviaciones estandar.

En humanos se ha observado un leve descenso de la
velocidad de conduccién por la pérdida de los axones de mayor
diametro y un retraso de la latencia de la onda F.*® La latencia de
la onda F en los musculos plantares de las ratas del estudio, fue
menor después de la radiacién, lo que es dificil de explicar, pues
la onda F se obtiene mediante un estimulo antidromico de la
motoneurona y explora los segmentos proximales del nervio,
incluidas las raices anteriores; de estar desmielinizadas, se
esperaria un aumento de la latencia. No se encontraron

Figura 7. Imagenes representativas de la inmunorreactividad observada
en animales no radiados (A y B) y radiados (C). La estructura general
de la médula espinal a nivel lumbar se mantiene en ambos animales.
Capturas realizadas tras la aplicacién de una técnica
inmunocitoquimica para la visualizacién 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. La distribucion es similar; las flechas en B y C indican fibras
inmunorreactivas.

referencias que evallien la latencia de la onda F en ratas sometidas
aradiacion.

En todas las ratas estudiadas pudieron registrarse PES con
la técnica de electrodos superficiales. No se observaron
diferencias significativas entre el grupo control y post-
irradiacion. La morfologia de los PES obtenida con esta técnica
es similar a la referida con electrodos intracraneales
(epidurales) estimulando el nervio ciatico.®” Se obtuvieron
registros parecidos en las diferentes especies: ratas, gatos,

Rev Mex Neuroci vayo-unio, 2013; 14(3): 111-118
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monos, humanos, sugiriendo la existencia de los mismos
generadores de los PES.* Hurlbert, et al.* obtuvieron un primer
potencial positivo de baja amplitud denominado P9, en 18 ratas
(latencia media de 9.1 + 0.7 ms [rango 7.1-10.8 ms]),
correspondiente al potencial P1 del grupo control del presente
estudio. El retraso es porque el estimulo se aplicé distalmente en
los nervios plantares, a diferencia de en el nervio ciatico del
estudio de Hurlbert, et al. Los potenciales de corta latencia
dependen de las propiedades fisicas y temporales del estimulo,
los componentes de larga latencia, con mayor amplitud y
distribucién bilateral tienen un substrato anatémico incierto y se
afectan por el estado psicofisico del sujeto, es decir, por la
anestesia. Existe gran variabilidad de los componentes de los
PES con latencias superiores a 30 ms.*?*® E| tiempo de andlisis
de los PES en este estudio se acotd en los primeros 20 ms. Los
potenciales precoces, conducidos por las fibras de grueso calibre
del nervio y cordones posteriores de la médula, no se afectan
por la anestesia. La alteracion de la amplitud o la ausencia de un
componente puede significar indistintamente una alteracion o
blogueo de la conduccidn o bien, una pérdida axonal o neuronal
de la estructura generadora del potencial;*® los potenciales tardios
estan mas influidos por la intensidad del estimulo. En este trabajo
se aplicoé una intensidad estimada con referencia a la
movilidad de los dedos de la pata, por la 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. No hay referencias sobre
PES en ratas irradiadas.

La conduccion espinal y la onda F de los PES en adultos
que recibieron radioterapia en la médula toracica mostraron
retraso; existe correlacion entre la dosis recibida y la
alteracion de los PES.?® En este estudio hubo un discreto
aumento de la latencia del primer componente positivo (P1)
de los PES en las ratas irradiadas frente a los controles;
estudiando un mayor nimero de ratas y utilizando una dosis
mayor, podrian presentarse diferencias significativas. Estas
son las limitaciones méas importantes del trabajo a considerar
en estudios proximos.

Probablemente las ratas sufrieron una lesion transitoria con
recuperacion posterior sin repercusion en la via somestésica,
como se observa con dosis Unicas bajas de radiacién en
ratones,?® aunque se han detectado cambios con dosis de 5-10
Gy.“ Bijl, et al.?2 observaron una migracion critica de 2-3 mm de
células del tejido no-irradiado al irradiado en procesos
regenerativos, evitando la necrosis de la sustancia blanca® e
impidiendo apreciar las manifestaciones clinicas. No haber
encontrado evidencias anatomopatoldgicas pudiera deberse a
este mismo hecho.®®

CONCLUSIONES

En el modelo experimental propuesto de MR de ratas de
cuatro meses sometidas a dosis Unicas bajas de radiacién en
la region lumbosacra de la médula espinal, no se observaron
alteraciones neurofisiolégicas ni histopatolégicas detectables
en nervios periféricos de las extremidades posteriores a 12
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meses tras la irradiacién. Se corroboro la utilidad de determinacion
de los PES para evaluar las condiciones de la médula espinal de
ratas irradiadas.
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