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Resumen: Rutinariamente, la administracion de farmacos u otras sustancias quimicas en regiones espe-
cificas de la médula espinal se realiza mediante diferentes técnicas de abordaje, siendo la laminectomia
una de las mas utilizadas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar una técnica de trepanacién como
una forma alternativa para la descarga de diversas suspensiones en los segmentos cervicales (C) de
la médula espinal. Para ello, se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho. Previo a la trepanacion, los
musculos de la region cervical fueron divulsionados. Una vez localizados los arcos de las vértebras C4
y C5, se practico la trepanacion del disco intervertebral, utilizando una fresa dental montada sobre un
taladro rotatorio. El orificio practicado sirvid como punto de introduccién de una aguja para la descarga
de solucion salina. Esta solucion fue descargada en la hemimédula derecha del segmento C5. Previo
a su sacrificio a las 24 h postinoculacién (p.i.), se practicaron pruebas comportamentales motoras y
sensitivas sobre los animales tratados y controles. Posteriormente, se extrajo la médula espinal y los
segmentos cervicales fueron procesados para el analisis histopatoldgico y el recuento de neuronas.
Los animales tratados no mostraron variaciones funcionales con respecto a los controles. Asimismo, no
mostraron alteraciones estructurales en ninguna de las hemimédulas, excepto en el sitio de ingreso de
la aguja. La técnica de la trepanacion aqui descrita es precisa, relativamente rapida y de facil ejecucion.
Esta puede ser utilizada como un método alternativo a la laminectomia, para la inoculacion y distribucion
de medicamentos, factores de crecimiento u otras suspensiones a ser inoculadas en la médula espinal.

Palabras claves: médula espinal cervical, trepanacion, inoculacion intraparenquimatosa, recuento,
andlisis de imagenes.

Abstract: Delivery of drugs or chemical factors into specific regions of the spinal cord is usually carried
out by laminectomy. The aim of the present work was to evaluate a trepanation technique as an alter-
native way of delivery suspensions into the cervical (C) spinal cord segments. For this purpose, male
Sprague-Dawley rats were used. Before trepanation, the muscles of the cervical region were divulsioned.
Once located at C4 and C5 vertebral archs, intervertebral disc trepanation was performed using a dental
drill mounted on a rotatory drill. The performed hole served as an introduction point for the needle of
the syringe containing saline. The solution was intraparenchymally delivered into the right side of the
C5 segment. Prior to sacrifice at 24 h post-inoculation (p.i.) motor and sensory behavioral tests were
performed. Subsequently, histolopathological studies and neuronal counting of the spinal cord segments
were performed. Treated animals showed no functional variations in comparison to controls. Besides,
those rats showed no structural changes at any side of the inoculated segment, except at the site of entry
of the needle. The trepanation technique described here is accurate and fast enough; also, it is an easy
technique to perform and may be used as an alternative method of laminectomy. Post-surgical trauma
was not evident and the recovery of animals was fast. We propose that this technique may be a useful
alternative way to deliver and distribute drugs, growth factors or other suspensions targeting the spinal cord.
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Introduccioén

La inoculacién intraparenquimatosa de sustan-
cias es la forma mas efectiva para la distribucion de
drogas, factores de crecimiento o suspensiones virales
dentro de la médula espinal (1, 2, 3). Para mejorar el
acceso a la médula espinal se han ensayado diferentes
métodos que comprometen a la columna vertebral (4,
5, 6, 7). Sin embargo, la mayor parte de las técnicas
descritas se han desarrollado para la médula espinal
lumbar (8, 9). La region cervical de la médula espinal
de la rata es un sitio de dificil acceso debido a los
grandes grupos de musculos epiaxiales presentes en
la zona (10,11). La técnica convencional para abordar
quirdrgicamente la médula espinal es la laminectomia
(12, 13, 14). Este procedimiento realizado por varios
grupos de investigacion (4,15) implica la remocién del
arco dorsal vertebral mediante la ayuda de una peque-
Aa pinza-gubia puntiaguda. Sin embargo, durante el
procedimiento, se puede producir el dafo traumatico
de la médula espinal debido a la proximidad anatémica
entre el 6rgano y los cuerpos vertebrales que apenas
estan separados. En el presente trabajo se propone
a la trepanacién dorsal como una técnica alternativa
y util para la inoculacién intraparenquimatosa de sus-
pensiones dentro de la médula espinal. Através de la
evaluacion del efecto causado por la solucién salina,
se postula que este método es lo suficientemente
preciso para el proposito, sin la necesidad de pro-
ceder a la laminectomia y a la utilizacién de equipos
estereotaxicos.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron 5 ratas Sprague-Dawley macho,
entre 3 y 4 meses de edad y con un peso estimado de
150~250 g, criados en el bioterio del INIBIOLP (Univer-
sidad Nacional de La Plata - CONICET). Los animales
fueron dispuestos en habitaciones con temperatura
controlada de 22 °C, con ciclos de luz/oscuridad de
12:12 h. Los animales disponian de comida y agua ad-
libitum. Todos los experimentos con animales fueron
realizados de acuerdo a las recomendaciones de la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Labora-
torio del National Institutes of Health (16). El protocolo
fue aprobado por el CICUAL de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

Procedimiento quirurgico

Tres ratas fueron anestesiadas mediante la
inyecciéon de hidrocloruro de ketamina (40 mg/kg;
IP), sumado a la administracién de xilazina (8 mg/kg;
IM) y se colocaron en posicion de decubito ventral
(grupo Sham). Se realiz6 una incisién en la piel de

2,5 cm, desde la cresta occipital hasta la apofisis
espinosa de la vértebra T2. La porcion cervical del
musculo trapecio (Trapezius) fue incidida en la linea
media (aponeurosis comun). En este punto, se debe
considerar la presencia de grandes vasos, tales como
las arterias y venas cervicales profundas, su corte
accidental y el consecuente sangrado excesivo. Des-
pués de la divulsion, los musculos romboide cervical
(Rhomboideus cervicis) y esplenio cervical (Splenius
cervicis) fueron retraidos mediante un sostenedor
autoestatico. El musculo recto dorsal de la cabeza
(Rectus capitis dorsalis major), que cubre los grandes
procesos laterales de la vértebra C2, fue utilizado
como una guia para cortar el musculo erector de la
columna (Musculi erector spinae) (5 mm en caudal, a
partir del musculo recto dorsal mayor de la cabeza) y
exponer, de esta manera, el arco vertebral C4. Una
vez que se identificaron los arcos vertebrales C4 y C5,
el area fue expuesta para acceder al segmento C5.
Para ello, se practicé un pequeio orificio en el disco
intervertebral C4-C5, 1 mm en lateral a la linea media
(apdfisis espinosa dorsal). La trepanacion se llevo a
cabo mediante una fresa dental redonda de 0,8 mm de
diametro, montada sobre un taladro rotatorio de alta
velocidad (Dremel MultiPro 395JP, México, México).
La punta de una aguja de acero calibre 26, montada
en una jeringa Hamilton® de 10yl, colocada dentro de
un inyector estereotaxico manual (Stoelting CO 51639,
Wood Dale, IL, USA) fue introducida de manera verti-
cal, 3 mm hacia abajo en el lado derecho de la médula
espinal para llegar, teéricamente, a la Ladmina VI del
mismo lado. La figura 1A muestra una radiografia que
sefala el sitio de introduccion de la aguja hasta la po-
sicion en donde se realizo6 la descarga de la solucion
salina. La punta de la aguja fue mantenida en el lugar
durante 2 min, antes y después de la descarga de la
solucién. La descarga se produjo a razén de 1 pl/min.
La hemimédula izquierda del segmento C5 fue utiliza-
da como un control interno. Una vez que la solucion
fue descargada, se removio la aguja y se suturaron
los musculos superficiales y la incision de la piel. Los
animales se mantuvieron en una camara de control
de temperatura hasta que despertaron.

Dos ratas fueron utilizadas como control de la
cirugia y del efecto de la solucion salina inyectada.

Pruebas de motricidad y sensibilidad (pruebas
comportamentales)

Dado que la modificacién del estado funcional
(sensorio-motor) de la rata depende de la localizacién y
del grado de lesion producido en la médula, se realiza-
ron dos pruebas para evaluar la respuesta sensitivay
motora de los animales. Estas pruebas fueron dirigidas
a comprobar, principalmente, la funcionalidad de los
miembros tor4cicos.
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Para la evaluacion de la capacidad motora de
los animales se utilizé la prueba del desplazamiento
en escalera horizontal. Esta prueba permitié evaluar
ambos pares de miembros simultaneamente. El mo-
vimiento de los miembros pelvianos, a menudo esta
condicionado por los miembros toracicos. Mediante
esta prueba los animales fueron estimulados a caminar
sobre una superficie de un metro de largo, formada
por varillas ubicadas a una distancia variable en cada
intento (17,18,19). La evaluacion cuantitativa de la
prueba se realiz6 siguiendo el sistema de puntuacion
(rango de valores) propuesta por Metz y Whishaw (17),
en el que el valor de 0 representa la anormalidad y el
6, la perfeccion.

Todos los valores entre 0 y 2 fueron considera-
dos como errores (fallo total, deslizamiento profundo
y deslizamiento ligero sobre el peldafio).

Para la evaluacion de la capacidad sensitiva
se utilizé la prueba de la platina caliente. Esta prueba
consiste en posicionar a la rata sobre una platina con
termostato regulable, a una temperatura fija de 55 °C
+ 0,5 °C. Se registro el tiempo de latencia, definido
como el tiempo entre el punto cero (momento en el
que la rata es colocada sobre la superficie caliente) y
el momento en el que el animal manifiesta un signo
en respuesta al calor (20). Con el fin de evitar un dafo
tisular, se adopt6 un tiempo limite de 20 segundos.

Remocion de la médula espinal

Las ratas fueron sacrificadas de acuerdo con
la Guia para el Uso de Animales en Investigacion
Neurocientifica (la Sociedad de Neurociencia) y
aprobado por el CICUAL de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, a las
24 h p.i. Previo a su sacrificio, los animales fueron
anestesiados mediante la inyeccion de hidrocloruro de
ketamina (40 mg/kg; IP), sumado a la administracion
de xilazina (8 mg/kg; IM). A continuacion, los animales
fueron perfundidos con 100 ml de una solucién salina
tamponada de fosfato (PBS), pH 7,4, 4 °C, seguido de
la administracion de una solucién salina tamponada
de paraformaldehido al 4 %, durante 20 min. La co-
lumna vertebral fue removida luego de una fijacion en
formalina tamponada durante 24 h. Posteriormente, la
médula espinal fue disecada (Fig. 1B), sumergida en
una solucién tamponada criopreservante (sacarosa
30 %; polivinilpirrolidona 1 %; etilenglicol 30 % en PBS
1M 1 % y agua destilada para 100 ml) y almacenada
a -20 °C, hasta su utilizacion.

Procesamiento tisular y tincion histologica

Se realizaron cortes coronales de los segmentos
medulares. Cada segmento fue embebido en 0,5 ml de
una solucioén gelificante (sacarosa 10 % en PBS 1M;

Trepanacion vertebral para inoculacion

agarosa de bajo punto de fusion [Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA] 4 %). Luego de 24 h a 4 °C los
bloques de gelatina fueron cortados coronalmente y de
manera seriada, con un espesor de 20 ym mediante
un micrétomo por vibracion (Leica VT 1000S, Wetzlar,
Germany). Las muestras fueron posteriormente monta-
das sobre portaobjetos gelatinizados (gelatina sin sabor
6 g; KCr(SO,)2.12H,0 0,5 g y agua destilada para 300
ml). Los cortes fueron tefiidos con violeta de cresilo para
su observacion microscoépica. El recuento de neuronas
se realiz6 en cortes separados a 120 um uno de otro.

Analisis de imagenes

Las imagenes de las secciones de los seg-
mentos cervicales fueron capturadas mediante una
camara de video digital (Olympus DP71, Tokio, Ja-
pon), montada sobre un microscopio (Olympus BX50,
Tokio, Japon), utilizando una lente objetivo de 40x de
magnificacion y procesada mediante la funcion de
alineacion de imagenes multiples (MIA) del programa
de analisis de imagenes cellSens Dimension (v1.6,
Olympus, Tokio, Japon). Para estimar el niumero total
de neuronas presentes en todo el segmento cervical
se utilizo la siguiente formula (21):

d n
N—n.SiZ_I:x

donde, N = cantidad total de neuronas; d = lon-
gitud (2 mm) del eje rostrocaudal del segmento anali-
zado; n = numero de muestras no contiguas contadas
por cada segmento (n = 3); s = espesor de la seccién
(20 um); x = cantidad de neuronas por cada corte no
contiguo. Por lo tanto, N representa la cantidad total
de neuronas presentes en cada segmento.

Analisis estadistico

Se utilizaron el test-t de Student para dos grupos
y el analisis de la varianza de una via (ANOVA) para
multiples comparaciones. La prueba de Fisher para
multiples comparaciones fue utilizada para la determi-
nacion de la significacion. Se asumié una significacion
para valores de p < 0,05.

Resultados
Efecto clinico de Ia inoculacion
intraparenquimatosa

Los animales control mostraron un comporta-
miento normal en todo momento. Luego de la cirugia,
los animales operados se comportaron de la misma
manera que los controles.
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Figura 1. Inoculacion intraparenquimatosa en la médula espinal e histologia del segmento C5. A. Imagen
radiografica (GBA 100 kVp-200 mA, Argentina and Fuji, FCR Prima, Japdn), tomada con factor 25 mAy ran-
go de 43 kVp. Se puede apreciar el sitio de introduccion de la aguja hasta la posicion en donde se realizd
la descarga de la droga. Barra = 30 mm. B. Aspecto macroscépico del SNC durante la necropsia. El circulo
sefala el punto de ingreso de la aguja. Barra = 0,5 mm. C. Se observa la ranura delgada, provocada por el
ingreso de la aguja (flecha), que cruza el tracto corticoespinal lateral hasta alcanzar la Lamina VI dentro de
la sustancia gris medular. A simple vista se observa que la cantidad de neuronas en ambas hemimédulas es
similar. El recuadro muestra el detalle en D. Barra = 200 um. D. Detalle del efecto producido por la descarga de
solucién fisiolégica. Se observan hematies y leucocitos (células polimorfonucleares y macréfagos) presentes
en la zona. Barra = 25 ym.
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Figura 2. Desplazamiento en la escalera horizontal. Las diferentes categorias especificadas en la seccion de
Materiales y Métodos para el analisis de motricidad se representan en forma de porcentaje, tanto para los

miembros ipsilaterales como contralaterales de los animales control y Sham, para los dias 0 y 1 p.i.
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Figura 3. Variacion en el tiempo de latencia. No se registraron diferencias significativas respecto al tiempo de
latencia registrado para los animales control y Sham, para los dias 0y 1 p.i.
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Figura 4. Recuento neuronal del segmento C5. A. Estimacion de la cantidad total de neuronas en el segmento
C5. No se observan diferencias significativas en el recuento neuronal de ambos grupos de animales. B. La
estimacion de la cantidad total de neuronas en la hemimédula ipsilateral es similar a la del grupo control. C.
No se observan diferencias significativas en el recuento neuronal en la hemimédula contralateral.

Las pruebas de la escalera horizontal y de la
platina caliente no demostraron diferencias significa-
tivas entre las capacidades motoras y sensitivas de
los animales de los grupos control y Sham al dia 1 p.i.
para en miembro ipsilateral (Fig. 2 y 3).

Analisis histopatolégico

El patron de dafio tisular en el segmento C5
se observo en todos los animales inoculados. Esta
lesion consistio en la pérdida del extremo superior
lateral derecho del segmento, correspondiente al tracto
espinocerebeloso dorsal. Asimismo, se observé una
ranura delgada que cruza el tracto corticoespinal late-
ral hasta alcanzar la Lamina VI dentro de la sustancia
gris medular (Fig. 1C-D).

No se observaron lesiones en los segmentos
cervicales correspondientes a los animales control.

Analisis de imdgenes

Los animales no mostraron pérdida de neuronas
en la hemimédula ipsilateral, en comparacién con la

hemimédula contralateral. En estos animales, se ob-
servo una leve tumefaccién en unas pocas neuronas.

El recuento neuronal en los otros segmentos
de la region cervical fue similar a los del segmento
C5. Ninguno de estos segmentos mostro signos de
dafo estructural. El recuento neuronal de los animales
control fue similar en ambas hemimédulas, en cada
uno de los segmentos analizados (Fig. 4).

Discusion

La busqueda bibliogréfica realizada registrd un
numero muy reducido de trabajos referidos a la des-
carga intratecal o intraparenquimatosa en la médula
espinal cervical murina (4,15). De hecho, esta region
anatémica de la columna vertebral esta cubierta por
un gran numero de musculos que hacen dificil el ac-
ceso quirurgico a cualquiera de sus segmentos. En el
presente trabajo se describid la topografia anatomica
cervical de larata, asi como los cambios en el recuento
neuronal inducidos por la inoculacion intraparenqui-
matosa de una solucion salina, utilizando una técnica
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de trepanacion dorsal.

Mediante la laminectomia, las apdfisis espino-
sas y las laminas de dos o mas vértebras, incluidos
los ligamentos conectores, se liberan de todas las
estructuras circundantes, se extirpan y se descartan
permanentemente (22). Si bien se considera que la
laminectomia es una técnica que no implica un riesgo
para el paciente, la remocion de los ligamentos dor-
sales y de las articulaciones intervertebrales puede
resultar en la inestabilidad vertebral (23, 24). Si bien
esta técnica es apropiada para acceder a la médula
espinal, la trepanacién dorsal propuesta en el presente
trabajo es una opcion alternativa para la inoculacion
intraparenquimatosa de diversas soluciones. Es facil
y rapida de realizar, no genera dafio tisular evidente
y permite una recuperacion posquirurgica optima.
Asimismo, este procedimiento no requiere de la suje-
cion del animal por medio de un equipo estereotaxico.
De todos modos, la lesion traumatica producida por
la introduccion de la aguja en el tejido siempre se
generara, independientemente de la técnica utilizada.

Si bien los modelos de lesion en la médula es-
pinal realizados in vitro son adecuados para estudiar
algunos aspectos de la evolucién de la lesién aguda
del 6rgano que se produce in vivo (25, 26), |a falta de
suministro vascular y de una respuesta inmune no los
hace lo suficientemente apropiados para entender la
complejidad de la respuesta de los tejidos a la lesion
y su evolucién. Por esta razon, los modelos in vivo
son de gran relevancia para investigar las lesiones
de la médula espinal. Los animales utilizados en el
presente trabajo, no mostraron alteraciones clinicas
durante el experimento. La leve tumefaccion celular
observada en algunas pocas neuronas puede ser el
resultado del trauma mecanico inducido por la aguja
durante la inyeccion (27, 28).

Las leves diferencias estructurales observadas
entre las hemimédulas ipsilateral y contralateral nos
permiten sugerir la existencia de un efecto local de la
solucion introducida. La ausencia de lesiones, tanto en
la hemimédula contralateral del segmento inoculado
como en el resto de la regién cervical, sugieren la au-
sencia de difusion lateral de la solucion. Ademas, las
pruebas de destreza motora y sensitiva demuestran
que la lesion provocada por la introduccién de la aguja
al momento de la inoculacién no genera alteraciones
funcionales. Si bien se requieren estudios con distintas
suspensiones para evaluar las alteraciones de las ha-
bilidades motoras y sensitivas de las ratas inoculadas
producidas por los productos inoculados, utilizar la
técnica de trepanacion dorsal, nuestros resultados
nos permiten validar la eficacia de esta técnica para la
inoculacion intraparenquimatosa de diversas suspen-
siones en un segmento de la médula espinal cervical.
Esta técnica evita el proceso de reparacion ésea que

se produce después de la laminectomia y permite un
acortamiento en los tiempos de recuperacion pos-
quirurgica. Por otra parte, el efecto local observado
en el sitio de la inoculacién asegura la precision, la
repetibilidad y la reproducibilidad de la técnica.
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