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Resumen
Resumen

Hoy dia se sabe que los traumatismos craneoencefalicos (TCE) cerrados e incluso traumatismos
craneales con pocas lesiones superficiales pueden causar dafo axonal difuso (DAI) y muerte de la
persona. El dafio axonal producido por un traumatismo se puede detectar con supervivencias muy
cortas (2-3 h) utilizando marcadores inmunohistoquimicos. Sin embargo, estos marcadores de DAI
solo indican una interrupcion del transporte axonal rdpido anterégrado que es independiente de la
etiologia de la lesidn. Desde el punto de vista forense es importante excluir otras causas de patologia
de la sustancia blanca que ocasionan y que producen un DAI patoldgico dificil de diferenciar del
traumatico. Entre estas causas se encuentran episodios previos de hipoxia, encefalitis virales, infarto
cerebral isquémico/hemorragico, incremento de la presidn intracraneal de cualquier tipo, herniacion
cerebral y muchas mas. Las dificultades son particularmente importantes para acreditar dafio
traumatico en casos de supervivencia corta en los que, de forma practica, el médico forense solo
dispone de métodos diagndsticos basados en la IHQ.

Acreditar o excluir un dafio traumatico como causa de la muerte de una persona tiene una importancia
trascendental desde el punto de vista médico legal, lo cual es obvio para todos. Este proyecto de
investigacion pretende avanzar en la busqueda de criterios Utiles que faciliten un diagndstico mas
preciso sobre el origen del DAI.

Como objetivo general se pretende profundizar en la etiopatogenia del DAI focalizado en la
discriminacién entre el dafio axonal de origen traumatico y no traumatico. Para ello se utilizaran
técnicas de inmunohistoquimica en modelos experimentales murinos a los que se provocard un DAI
similar al que aparece en patologia humana.

De forma secundaria se investigara la influencia de la presencia o ausencia del edema/tumefaccién
cerebral en la evolucién del DAI. Se analizara el paralelismo entre los resultados experimentales y
varios casos de DAI reales investigados en el Instituto de Medicina Legal y la repercusion de los
hallazgos en la practica forense.

Los protocolos experimentales se realizaron en ratas macho sprague-dawley. En uno grupo se produjo
una lesién traumatica provocando una aceleracidn craneal con el método de Marmarou y Foda. En el
otro se provocd una lesion isquémica produciendo una isquemia cerebral con la oclusion/clampaje de
las 4 arterias cervicales principales. En la mitad de los casos de cada grupo se realizé una craniectomia
descompresiva para evitar el daifio secundario.

Con objeto de disminuir la mortalidad e incrementar el porcentaje de DAl secundario al traumatismo,
modificamos el método original de Marmarou y Foda. Las modificaciones propuestas se centran en el
didmetro del disco de proteccidn craneal y en las caracteristicas de la espuma de apoyo.

Las ratas después del impacto traumatico o la oclusién arterial isquémica se mantuvieron con vida
durante 24 h tras las cuales se sacrificaron se extrajeron los encéfalos y se procesaron en el laboratorio
de histopatologia, un procesado similar al de los cerebros humanos.

Las secciones histoldgicas de cerebro murinas y humanas se marcaron con dos anticuerpos: B-APP
como marcador de traumatismo y fractina como marcador de isquemia.

Con las modificaciones propuestas del método de Marmarou y Foda disminuyeron la mortalidad del
50 al 20% consiguiendo DAI en el 85,7% de las ratas que supervivientes. El DAl producido mostré unas
caracteristicas histopatoldgicas e inmnohistoquimicas similares a las del DAI en seres humanos

Utilizando B-APP como marcador, el drea mds frecuente e intensamente afectada fue el cuerpo calloso,
observando ademas marcaje en el tdlamo, el hipocampo y las pirdmides de la protuberancia (y areas
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anexas) en los casos traumaticos. En los casos isquémicos, con B-APP, se inmunomarcé positivamente
la corteza y el caudado putamen. Con fractina las areas de expresion fueron el hipocampo y el nicleo
caudado-putamen. La combinacién ambos marcadores facilita la discriminacién de la etiopatogenia y
asi, los casos con un alto valor promedio de lesién con B-APP y bajo con fractina sugieren un origen
traumatico. Este patrdn se ha observado también en los casos de DAl estudiados en cerebros humanos
lo que demuestra su utilidad en patologia forense.



Introduccion

Introduccion

(Incluye contenido del articulo publicado con DOI: 10.1111/1556-4029.15276)

Los traumatismos craneoencefalicos (TCEs) suponen un problema de salud publica importante. Se
estima que, en el mundo, precisan atencion médica por TCEs leves entre 100-300/100.000 personas.
Si se tiene en cuenta que muchos pacientes no acuden al médico, la incidencia supera las 600/100.000
habitantes al afio, lo que supone en torno a 42 millones de personas/afio en el mundo, debiéndose la
mayor parte de estos traumatismos a caidas o accidentes de trafico (Cassidy, 2004). En EEUU los TCEs
han sido la cuarta causa de muerte mds importante en los Ultimos 50 afios y la primera en la poblacién
de 1-44 afios (Kraus, 1996; Bain, 2000; Cernak, 2004; Flierl, 2009), involucrando a 2 millones de
pacientes cada afio (Smith, 2000) de los que llegan a fallecer, segun distintas fuentes, de 52.000 a
30.000 personas (Laborde, 2000; Bain, 2000). Ademas, se estima que entre 2.5 y 6.5 millones de
personas viven con secuelas derivadas de un TCE, suponiendo un gasto que se sitla entre de 35 y 50
billones de délares por afio (Laurer, 2000; Laurer, 1999; Flierl, 2009), produciéndose un incremento
anual de TCEs estimado entre 70.000 y 90.000 individuos/afio (Laurer, 2000). En Europa, las lesiones
cerebrales son responsables de un millén de ingresos hospitalarios al afio (Morales, 2005). En
individuos de mayor edad los traumatismos suelen ocurrir en el propio domicilio, mientras que los de
menor edad es mas probable que ocurran en el trabajo o en accidentes de tréfico (Majdan, 2015).

En los TCEs, cuando la fuerza mecdnica externa que actua sobre la cabeza tiene suficiente intensidad,
provoca una lesidn cerebral permanente o transitoria, con afectacidn cognitiva, fisica, psicosocial y/o
deterioro del nivel de conciencia. En general, las lesiones se producen cuando la tensién aplicada al
encéfalo por la aceleracién supera la tolerancia que tiene ese tejido a la distension (Bain, 2000).

Es importante delimitar anatdmicamente las lesiones traumaticas del SNC, ya que la misma lesién en
diferentes localizaciones puede causar distinta clinica, y viceversa, diferentes tipos de lesiones en un
mismo lugar pueden causar sintomas similares (Kalimo, 2004).

Los TCEs lesionan tanto la sustancia gris como la sustancia blanca. Esta ultima es la encargada de
trasladar toda la informacion que entra y sale de la corteza cerebral. En general, las fibras nerviosas de
la sustancia blanca se dividen en tres tipos, de asociacion, que conectan diferentes areas corticales del
mismo hemisferio, comisurales, como el cuerpo calloso, que interconectan estructuras homaélogas a
ambos lados del neuroeje, y de proyeccion, como la capsula interna, que incluyen tanto a células que
se originan en la corteza (eferentes) como las que se proyectan sobre ésta (aferentes). Igualmente son
vulnerables todas las fibras que se agrupan en el tronco del encéfalo, ascendiendo o descendiendo. Se
ha llegado a decir que los axones son las estructuras mas vulnerables del SNC (Brody, 2015),
especialmente en traumatismos de impacto-aceleracion (Armstrong, 2015).

El mecanismo de lesién de los traumatismos encefalicos puede ser focal o difuso (O'Connor, 2011):

-Traumatismos focales: se caracterizan por producir una lesién tisular localizada. Engloban
varios tipos dependiendo de la localizacidn anatémica y el grado de impacto. Las lesiones corticales se
establecen por hemorragias parenquimatosas en la corteza cerebral, frecuentemente acompafiadas
de focos de hemorragia subaracnoidea (HSA). Las lesiones subcorticales son el resultado de impactos
temporales u occipitales, y se explican por la trayectoria de la lesidn del golpe y contragolpe debido al
rebote del encéfalo contra la calota craneal. Las lesiones producidas por el golpe son secundarias al
impacto del cerebro contra el craneo; las de contragolpe se producen por el rebote del cerebro contra
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la regidén opuesta del craneo, con la posibilidad de desarrollar burbujas de cavitacién dentro del
cerebro debidas a las presiones negativas elevadas. El crecimiento y el colapso de estas burbujas
provoca lesiones focales (El Sayed, 2008). Las colecciones de sangre intracraneales son el resultado de
la ruptura de los vasos sanguineos, que ocasionan pequeifios hematomas en el cerebro y las meninges.
Los hematomas ocupan volumen, comprimen el tejido nervioso y alteran la funcién neurolégica. Entre
las hemorragias de origen traumatico nos interesan especialmente las hemorragias/hematomas
subdurales (HSD) ya que su causa mds comun es la aceleraciéon producida por el impacto y no el
impacto en si mismo.

-Traumatismos difusos: Se asume que las lesiones que producen son secundarias a la torsiény
el cizallamiento en correspondencia con las fuerzas inerciales generadas en el momento de la lesién y
no requiere que haya fractura de craneo ni impacto directo y por esta razén se observa en casos de
TCE leve (Blennow, 2012). La patologia derivada mas comun es la isquémica, el dafio axonal difuso (DA
por sus siglas en inglés) y el edema cerebral. Estos cambios se observan no solo en la vecindad del
impacto, sino también en lugares a distancia. La severidad del DAI esta directamente relacionada con
la pérdida de conciencia prolongada, con una alta mortalidad y con numerosas secuelas en los
supervivientes.

Daiio axonal difuso (DAI)

La primera referencia al DAl aparece en el afio 1956 citado por Strich (Strich, 1956) que remarcaba una
degeneracion difusa de la sustancia blanca en pacientes con demencia severa postraumatica. Pero no
es hasta el afio 1982 en que Adams le pone el nombre con el que se designa actualmente (Adams,
1982) y establece una graduacién de tres niveles segln la gravedad (Adams, 1989). El DAl es una
entidad cada vez mas estudiada con mas de mil publicaciones relacionadas en los Ultimos 50 afios,
especialmente desde 1992 (Wang, 2023).

Definicidn

El DAI se ha tratado de definir desde un punto de vista clinico y desde el punto de vista de la patologia,
pero en realidad, como describen Davceva et al., es una entidad clinico-patolégica. Clinicamente se
caracteriza por una inconsciencia inmediata y prolongada tras el impacto mecdnico en la cabeza,
tipicamente sin intervalo lucido, que deriva en fracaso cerebral severo, estado vegetativo y muerte.
Patoldgicamente se define por la produccién de daiio difuso y diseminado de las fibras axonales en la
sustancia blanca cerebral, incluyendo axones de la sustancia blanca parasagital cerca de la corteza
cerebral, del cuerpo calloso y del tronco del encéfalo (Davceva, 2015).

Aunque en la definicidn se establece que hay pérdida de conciencia tras el traumatismo, entre el 14-
30% de los pacientes presentan un intervalo lucido o parcialmente lucido (Adams, 1989). Ademas,
algunos no pierden la conciencia, aunque si se observan hallazgos microscdpicos, sin tener claro si
estos hallazgos tienen repercusién funcional (Browne, 2011).

El traumatismo puede lesionar cualquiera de las fibras nerviosas del sistema nervioso central. El hecho
de que se lesionen los axones no implica que también lo haga el cuerpo neuronal correspondiente y
de hecho, se ha observado que en las neuronas asociadas a los axones lesionados, se producen
cambios moleculares orientados a una recuperacion neuronal sostenida (Greer, 2011; Wang 2013;
Armstrong, 2015). Las fibras mielinicas son mas tolerantes a las fuerzas mecanicas y las amielinicas son
mas sensibles, como se ha demostrado tanto en estudios in vivo como in vitro (Reeves, 2005; Staal,
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2011). En general, cuando un axdn se lesiona se produce una degeneracién distal a la lesion, llamada
anterdgrada o walleriana (Johnson, 2013). Los primeros cambios en el soma no pueden explicar las
alteraciones axonales rapidas y lejanas a la zona del traumatismo (Povlishock, 1992). En el SNC la
degradacion de los segmentos axdnicos lesionados es lenta, tarda varias semanas. Los lugares mas
frecuentes para encontrar los bulbos axonales que indican desconexién de los axones, son los surcos
corticales y la interfase entre la sustancia blanca y la gris (Blennow, 2012). Las células de la microglia y
monocitos que migran al lugar de la lesidn eliminan los fragmentos de mielina y el axdn. También
ocurre cierta degeneracién retrégrada, pero sélo se extiende por unos cuantos segmentos
internodales. El soma de la neurona dafiada sufre tumefaccidn, su nucleo se desplaza a la periferiay la
sustancia de Nissl desaparece (cromatdlisis) (Ross, 2007). La biomecanica y la aproximacion
estereotdcticatambién puede ayudar a explicar la localizacion preferente del DAl por la corona radiata,
el cuerpo calloso, el férnix o el puente ya que estas regiones anatémicas se corresponden con el centro
geométrico de diferentes segmentos de la estructura craneal (Obreja, 1999).

Es importante, como veremos mas adelante, descartar entidades patolégicas naturales que puedan
lesionar la sustancia blanca antes de pensar en el trauma como origen de esa patologia (Geddes, 1997).

Mecanismo de produccién

Ya Simpson et al. en el afio 1985 hizo referencia a dos publicaciones previas, de los afios 40 y 60,
formulando algo que en ese tiempo parecia de sentido comun, como era que al aplicar fuerzas de
cizallamiento o rotacionales al cerebro se producia una disrupcién de las neuronas, sus conexiones y
los vasos sanguineos (Simpson, 1985). El mecanismo de produccidn del dafio axonal difuso se produce,
al menos, de dos formas distintas (Davceva 2015):

1 - Por impacto
2 — Por aceleracién y desaceleracién

La aceleracidon provoca un gradiente de presién en la cavidad craneal que provoca fuerzas de
cizallamiento y distension, que tipicamente producen hemorragia subdural (HSD) aguda secundaria a
la ruptura de los vasos puente subdurales, y DAl (Gennarelli, 1982). Pero se han visto ciertas diferencias
entre ellas, y asi las HSD se provocan con movimientos de corta duracién (5-10 milisegundos) en
aceleraciones angulares grandes, mientras que el DAI tiene mas predisposicidon cuando la cabeza se
mueve en el plano coronal con aceleraciones mas duraderas (20-25 milisegundos), con un rango de
aceleracién menor (Gennarelli, 1982; Oehmichen, 1998). El cerebro resiste mejor la aceleracion lineal
que la angular (Blennow, 2012). Y la angular coronal mejor que la axial (Browne, 2011). El papel de la
aceleracién angular en el DAI, especialmente en el plano coronal, ha sido enfatizada y confirmada por
varios autores (Gennarelli, 1982; Yoganandan, 2009; Zhang, 2006). Wang (2010) describe que una
combinacion de traslacién y aceleracién angular es el efecto mas determinante en cuanto a la
produccién del DAI (Wang, 2010).

Las deceleraciones angulares y rotacionales producen, en general, la mayor deformacidn cerebral, y si
le sumamos un impacto, se produce con altisima probabilidad una lesién en la sustancia blanca
(Maxwell, 2012). Segun la teoria de la inercia, las aceleraciones lineales producen lesiones superficiales
y las rotacionales provocan lesiones profundas (Obreja, 2000; Obreja, 1999).

En la vida real, la HSD ocurre en las caidas en las que la cabeza se golpea contra una superficie firme.
Sin embargo, el DAI aparece en accidentes de trafico en los que el impacto se produce contra una
superficie blanda y deformable, haciendo una deceleracion mas progresiva. Asi la HSD aparece en
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casos de agresiones, ciclistas que se caen de la bicicleta y caidas en el mismo plano, y el DAl se produce
en accidentes de trafico y en precipitaciones. Para que se produzca DAI no es preciso que se produzca
un impacto. Por eso, aunque no ocurre practicamente nunca en un caso real, si hay que recordar que
un pequeiio golpe puede producir lesiones serias o letales (Davceva, 2012; Davceva 2015).

Clinica y tipos

Como entidad clinica, parece que el indicador mas claro es una pérdida de conciencia que ocurre de
forma inmediata tras el traumatismo y que provoca coma prolongado sin la evidencia de ninguna
lesién craneal. Esta es la descripcion inicial del cuadro y que se conserva en textos recientes (Davceva,
2015; Adams 2011). Sin embargo, el diagndstico real es clinico-patoldgico, ya que es un cuadro
caracterizado por inconsciencia prolongada e inmediata tras el impacto craneal, tipicamente sin
intervalo Iucido, que lleva a fracaso cerebral, estado vegetativo y muerte; y en el que se detecta un
dano diseminado de fibras axonales en la sustancia blanca, incluyendo los cordones encefdlicos y el
tronco del encéfalo (Davceva 2015). En la TC o RMN inicial no se detectan alteraciones patoldgicas o
los cambios son minimos, no obstante, horas o dias después se ve una pérdida de densidad en la unién
de sustancia blanca y gris en el cerebro, en los nucleos de la base, en el tronco del encéfalo y en el
cuerpo calloso (Meythaler, 2001). Otras veces se observan inicialmente hemorragias en el cuerpo
calloso o en el puente (cuadrante dorsolateral). Pero la confirmacién del diagndstico sélo se puede
verificar tras el estudio microscépico de diferentes regiones del encéfalo (Geddes, 1997).

Hay discordancias entre el diagndstico clinico y el histopatolégico, como muestra el estudio de Bisht et
al. en el que, con pruebas de imagen se diagnostica Unicamente 1 caso como DAI en el hospital, pero
los hallazgos microscépicos en 8 casos (de un total de 16 individuos de la muestra) son compatibles
con esta entidad nosolégica (Bisht, 2013).

Los lugares lesionados con mas frecuencia en el DAI son los siguientes (Meythaler, 2001):
- Sustancia blanca parasagital del cértex cerebral
- Cuerpo calloso
- Unién puente-mesencéfalo, junto a los pedunculos cerebelosos superiores

De todos ellos, sin duda el mas destacado en cuanto a la aparicidn de lesién es el puente, en su regién
posterior (Geddes, 2000; Niess, 2002). Esto se explica por un fendmeno estereotactico en el
mecanismo de produccién de las lesiones traumaticas y por el hecho de que los lugares donde hay
cruces de fibras, los axones son mas sensibles a la lesién (Obreja, 2000).

Inicialmente el dafio axonal fue aceptado como un indicador de trauma cerebral. Durante los ultimos
afios se ha demostrado que los pacientes con TCE leve, moderado o grave pueden tener dafio axonal
de diferente intensidad (Povlishock, 1995), hasta el punto de que un traumatismo sin lesién objetivable
anatdmicamente puede dejar secuelas neuroldgicas en habilidades cognitivas o de comportamiento
(Zzohar, 2011).

El diagndstico de DAl es complejo ya que, la presencia de axones alargados de forma sinusoidal puede
ser debida a un artefacto post mortem, por lo que mientras no se detecta la presencia de los bulbos
axonales no se podria confirmar el diagndstico. Ademas, las lesiones en el cuerpo calloso pueden ser
infartos focales secundarios a un hematoma intracraneal (Adams, 1989), es decir secundarias a hipoxia
local.
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Con el paso del tiempo y el uso de marcadores inmunohistoquimicos (IHQs) especificos, se demostrd
gue el DAI no se presenta en casos exclusivamente traumaticos, sino que los axones dafiados expresan
dichos marcadores, independientemente del origen del dafio traumatico, isquémico o de otro tipo
(Adams, 1989; Gentleman, 1995; Sherriff, 1994; Niess, 2002; Smith, 2003).

Por este motivo se ha intentado hacer una clasificacion, en la que se proponen distintos subtipos
diagndsticos dentro del DAl segun el origen del dafo:

- TAl: se introduce el término de dafio axonal traumatico (TAIl) para hacer hincapié en el origen
traumatico en los casos en que asi se considere, y diferenciarlo de los casos en que aparece el dafio,
pero que no es de origen traumatico, o es de origen desconocido, en cuyo caso se conservaria el
término DAl (Geddes, 2000).

- Al: englobaria casos con dafio axonal en el que el origen del dafio es desconocido.

Otros autores, como Reichard, proponen hacer una diferenciacion entre los distintos dafios axonales
segun el origen del dafio, usando nombres diferentes para cada cuadro segun su etiologia (Reichard,
2003):

- dTAIl: Dafio axonal traumatico difuso. Los axones estdn dispersos o en grupos y no se observa
un patroén de distribucion vascular

- mTAI: Es igual que el dTAI pero sdlo se observa marcaje de axones supratentoriales y no
presenta un patrén vascular. La “m” es de multifocal.

- VAI: Dafio axonal vascular. Se acompana de un patrén en “zig-zag” secundario a compromiso
vascular. La lesidn axonal sigue una distribucidon vascular e implica elevada presion intracraneal,
afectando tanto a la sustancia gris como a la blanca. El VAI ha sido descrito también por otros autores
(Geddes, 2001; Geddes, 2001; Oehmichen, 1999).

- MAI: El daiio de origen metabdlico es aquel en el que aparecen axones marcados de forma
difusa sin historia clinica ni evidencia patoldgica de trauma y no tiene un patrén vascular. Las causas
posibles serian una hipoglucemia o una hipoxia global. Muchas serian de etiologia desconocida.

- PAl: Hace referencia al dafio axonal que aparece en las zonas de penumbra de lesiones focales
como infartos, laceraciones o abscesos.

Todos estos diagndsticos no son necesariamente excluyentes entre si, especialmente VAl y TAI. Si el
VAl es muy extenso puede conducir a un infradiagnéstico de dTAI (Reichard, 2003). En la descripcién
inicial de Adams y sus tres niveles de DAI, se observa un componente vascular en los niveles 2 y 3 que
se evidencia por una hemorragia focal (Adams, 1989).

Algunos autores consideran el DAl como un diagndstico por exclusién, basado en la imposibilidad de
detectar una lesién cerebral con una prueba clinica de imagen en la que no aparece ninguna patologia
severa. Se denomina dafio axonal difuso en la sustancia blanca (Geddes, 2000; Geddes, 1997), aunque
no es asi en realidad, ya que mas que difuso, es diseminado o multifocal (Meythaler, 2001; Smith,
2003; Smith, 2003).

En los ultimos afios, un gran nimero de publicaciones sobre el DAI, han esclarecido muchas cuestiones,
de las que destacamos las siguientes (Davceva, 2015):

- El DAI se puede producir simplemente por aceleracién, sin impacto directo (Gennarelli, 1982).
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- Con la introduccidn del concepto de daio cerebral focal y difuso se ha visto que la gravedad
de un traumatismo craneal cerrado depende mas de lo difuso de la lesidon que de lo amplia que sea la
lesién focal. Es decir, cuanto mds difusa sea la lesidn, peor prondstico. Ademas, se ha encontrado una
estrecha relacion entre el DAl y el GOS (Glasgow Outcome Scale) pre mortem (Maxwell, 2010; Adam:s,
2011). En esta misma linea, algunos autores han propuesto que el DAI es una lesidn universal en los
traumatismos craneales mortales (Gentleman, 1995).

- Casi la mitad de los pacientes con traumatismo craneal cerrado que lleva a la muerte, y con
alteracién de la funcién cerebral severa, no tienen ninguna evidencia clinica de lesidn intracraneal
masiva. Es mds, usando un examen de rutina en la autopsia, puede ser muy dificil definir la lesién a
menos que se haga una fijacion, diseccidn y estudio histoldgico adecuado (Kalimo, 2004).

- El lugar con mayor pérdida de neuronas tras DAI es el cértex prefrontal (Maxwell, 2010).

DAI segun la edad

Segln la edad del individuo, el traumatismo craneal se muestra de formas diferentes ya que la
maduracién de la sustancia blanca central se produce desde el tercer trimestre de gestacidén hasta los
treinta afios de edad (Lebel, 2008; Tamnes, 2010; Knickmeyer, 2008). El estado de los axones
mielinizados de la sustancia blanca central influye en la respuesta del tejido a la lesidn. Asi en los nifios
pequefios el craneo es relativamente elastico y la lesién cerebral es rara, excepto por los hematomas
gue puedan ocupar espacio. Con la edad, el craneo aumenta su consistencia y se producen fracturas
del crdneo y lesiones del encéfalo al chocar con el crdneo.

Geddes et al. no observaron dafo axonal traumatico en cadaveres de 53 nifios menores de 9 meses
con TCE no accidental, aunque si dafio difuso explicado por dafio hipdxico y/o tumefaccion cerebral.
Esto no quiere decir que el cerebro inmaduro del nifio esté a salvo del dafio axonal traumatico. Tal y
como se explica en su publicacidn, en estos casos de nifios zarandeados, el cerebro no estaria expuesto
a las fuerzas necesarias para producir DAI y las sacudidas en los nifios ocasionaron la muerte por
lesiones en la unidn craneo-cervical por estiramiento del neuroeje (Geddes, 2001).

En este articulo de Geddes et al., los casos con dafo axonal traumatico se observaron en nifios mayores
de 15 meses y generalmente tenian mas de 10 meses que aquellos que no presentaban dafio
traumatico. Hay que tener en cuenta que, en este estudio el 82% de los nifios murieron por
hipertension intracraneal secundaria a la tumefacciéon cerebral. La anoxia asociada a la hipertension
supuso un problema a la hora del diagnédstico, algo que los mismos autores reconocen.

Otros autores, como Oehmichen et al., en un estudio que agrupaba 252 casos desde 11 dias a 92 afios,
no encontraron diferencias significativas con relacién a la edad o al sexo en cuanto a la aparicién de
dafio axonal (Oehmichen, 1998). Se debe mencionar que en la publicacion no se especifica el nUmero
de nifos pequefios que participaron en la serie, ni la edad que tenian, ni como se agruparon estos para
el analisis estadistico.

En cuanto al patrdn lesivo, Geddes et al. afirman que es diferente segln la edad (Geddes, 2001). El tipo
de lesion depende del mecanismo de produccidn del trauma y de la edad del paciente. Se ha probado
que hasta los 6 afios el tamafo del encéfalo no alcanza el 90% del tamafio del adulto (Tamnes, 2010).
Ademas, los estudios de maduracion del encéfalo en relacion a la edad especifican que la evolucion de
las vias axonales dura hasta los 25 afios (Lebel, 2008) ademas de cambios en el espesor cortical y en el
volumen de sustancia blanca (Tamnes, 2010). En resumen, el cerebro inmaduro del nifio mientras
alcanza el desarrollo final justificaria un patrén de distribucién del DAI diferente al de los adultos.
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Ademas, los nifios pequenos son particularmente susceptibles al traumatismo craneal debido a la
delicadeza del tejido nervioso cerebral, el cual estd compuesto primariamente de neuronas sin
conexiones dendriticas, a la escasez de vainas de melina en los axones y a la naturaleza del espacio
subaracnoideo, el cual es grande en extension, pero poco profundo (Medana 2003).

En nifios se ha propuesto que la expresién de B-APP se utilice como una prueba de rutina ya que
permite desenmascarar la posibilidad de episodios previos de traumatismos ocultos, eventos que
amenacen la vida y sofocaciones accidentales o provocadas. Todo ello siendo cautos ya que la
inmunopositividad para B-APP no implica necesariamente un traumatismo (Byard, 2006).

Como la literatura actual coinciden en que el grado de maduracién del SNC y del crdneo son factores
gue modifican el desarrollo de lesiones y al tener un nimero reducido de muestreo, en el presente
estudio contemplamos sdlo individuos adultos.

Evolucion del cuadro patoldgico en el DAI

Tras un traumatismo encefalico se producen lesiones primarias y lesiones secundarias (O'Connor,
2011):

- Primarias: son las que ocurren inmediatamente tras la lesién. Pueden observarse
contusiones, laceraciones, dafio axonal difuso o hemorragia intracraneal.

- Secundarias: son las lesiones que ocurren con posterioridad. Aunque se inician en el
momento del impacto, no se presentan clinicamente hasta horas o dias después del impacto. Es el
dafio secundario a isquemia, edema y alteraciones en la funcién neuronal y de la glia. La apnea y la
hipoxia son caracteristicas de las lesiones secundarias.

A nivel axonal, las lesiones primarias y secundarias, se traducen en axotomia primaria y secundaria.

En la axotomia primaria la exposicién del axdn a fuerzas mecdnicas da lugar a la fragmentacién,
disrupcion o desconexidn de éste. Estas alteraciones producen cambios de la actividad eléctrica de las
fibras nerviosas afectadas. Produce ademas cambios irreversibles en el citoesqueleto y alteraciéon del
transporte axonal que lleva a un aumento de didmetro del axén. Estos axones edematosos aumentan
de tamafio a medida que aumenta la supervivencia llegando a un momento en que se produce una
separacion de los fragmentos proximal y distal, mostrando una imagen de dos bulbos axonales
enfrentados. El axdn ha evolucionado a axotomia secundaria (MAXWELL, 1997). En las varicosidades,
es decir formaciones redondeadas sucesivas, se produce la ruptura periddica de los neurofilamentos
a lo largo del axén (Tang, 2012).

Hay un consenso cada vez mayor de que la axotomia primaria es rara y sélo ocurre en casos muy
severos, en los que el paciente entra en coma de forma inmediata tras el accidente (Smith, 2000;
Maxwell, 2012; Johnson, 2013). Los traumatismos leves o medios provocan una disrupcién en el
citoesqueleto. En los traumatismos severos se altera la permeabilidad del axolema, lo que provoca la
entrada de calcio en el axén (Povlishock, 1995) y un dafio suplementario del citoesqueleto (Smith,
2000) acompafiiado por edema de las mitocondrias axonales (MAXWELL, 1997). Esta entrada de calcio
produce una reduccidon de ATP, que modifica la actividad de la ATP-asa calcio dependiente. Se ha
demostrado que la entrada de calcio es dependiente de la entrada de sodio a través de canales voltaje
dependientes y de la actuacidon reversa de la bomba sodio-calcio (intercambiador) (Meythaler, 2001;
Smith, 2003; Johnson, 2013). Ademas, se liberan muchos oxidantes que producen estrés oxidativo
(Meythaler, 2001). La entrada de calcio también activa varias lipasas, lo que desencadena la

13



Alberto Fernandez Liste

produccién de acido araquiddnico, que da lugar a neutrofilia e invasién macrofdgica y la creacién de
mads oxidantes. Asimismo, inicia la funcidon de proteasas dependientes de calcio, como la caspasa 3,
que hidroliza proteinas dando lugar a necrosis y apoptosis celular (Meythaler, 2001). El infiltrado
leucocitario, tras 4-6 horas del inicio de la isquemia, se ha mostrado como un hallazgo critico en el
desarrollo de la lesidn focal (Kunz, 2010). De esta manera, la axotomia primaria se relaciona con el
calcio intracelular y la secundaria con el calcio extracelular, lo que abriria una via terapéutica. La
inhibicion del calcio extracelular, minimizaria la axotomia secundaria (Staal, 2010).

La disrupcion axonal tras el TCE no es un evento Unico, pero representa una pérdida inicial de tejido
gue dura semanas y se continla con una pérdida de sustancia blanca y de sustancia gris de larga
duracion (Maxwell, 2010), lo cual indica la complejidad de la patologia en individuos cuya
supervivencia es de afios o décadas (Maxwell, 2012).

AXOTOMY AXOTOMY
PRIMARY AXOTOMY SECONDARY AXOTOMY
(less than 1 hour) (rrvirvirmum of 4 hours)

N

axonal bulbs (4 hours — 99 days)
——J%eUhsmin _ _ _

neurofilament proteolyss |
1 mM calpain activation

axonal swelling (2 - 5 hours)
loss of axonal transport

— _more than 20%: strain 10=15% strain

———m e ——— o il
| membrane renting/fragmentation | : neurcfilament compaction !
L naurafilament protealysis | | UM calpain/phosphatase/kinase activation |

I mewofiament sidearm collapsalloss |
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focal loss of axonal transport (5 - 15 minutes)
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I mitochondrial swelling

| axolemma structural and funetional change

: less of microtubules (calcium and calmoduling
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5% or less sirain
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Figura 1: Esquema que representa la lesion axonal humana distinguiendo entre axotomia primaria y secundaria,
la evolucion temporal y los cambios estructurales y ultraestructurales (tomado de Maxwell, 1997, con permiso
de la editorial Mary Ann Liebert).
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Aunque la teoria cldsica del dafio axonal inducido por un traumatismo ocasionaria rotura o desgarro
mecanico justo en el momento del impacto, se ha demostrado que esto solo ocurriria en una
subpoblacién de axones, los que recibieron la lesion mas severa. Hoy en dia se considera que las
fuerzas tensionales sobre los axones inducen un aumento de la permeabilidad del axolema con entrada
de Ca? que lleva a la activacién de las calpainas y las caspasas las cuales ocasionarian la degradacion
local del citoesqueleto causando fallo axonal y desconexién (Biiki, 2006). Incluso con doble marcaje se
ha comprobado que el colapso del citoesqueleto no impide el transporte axonal en el sitio donde se
formaron bulbos al menos en algunos axones lesionados (Biliki, 2006; Stone, 2001). Incluso se ha
demostrado que la entrada masiva de Ca*? cambia el flujo del transporte anterdgrado a retrégrado en
lesiones severas, alterando la cinética local y atenuando el desarrollo de edema axonal secundario
(Marmarou, 2005). Todo esto demuestra que la patobiologia del dafio axonal es muy compleja y que
el nimero de bulbos axonales no identifica la poblacién total de fibras dafiadas en una lesién
traumatica.

Entre las complicaciones frecuentes del DAl se encuentra la isquemia, debida al fracaso de la perfusidn
cerebral. La disminucidn de la perfusién cerebral puede ser secundaria al incremento de la PIC (presidn
intracraneal) o al descenso de la presion arterial. El aumento de la PIC es la complicacién secundaria
mas importante, y la causa de muerte mds comun tras una lesién cerebral, el cual, secundariamente,
produce isquemia. Otra complicacidon habitual es el edema cerebral, que puede ser secundario a
congestidn, dilatacion arterial u obstruccién venosa, o a un aumento del contenido de agua. Aparte de
los hematomas, el edema es la causa mds frecuente de aumento de la PIC (Finnie, 2014). Es esencial
controlar la hipotension, uno de los principales indicadores de mal prondstico, y la hipoxemia, que
aparecen en un tercio de los casos con TCE severo. La ausencia de control de estos factores y la no
diferenciacidn de los traumatismos con y sin lesiones secundarias es algo habitual en muchos estudios
(Newcombe, 2013).

Mediante el uso de la microscopia electréonica (ME) en el DAI se observan dos situaciones (Wang,
2010):

1 — Vacuolizacidn y disrupcidon concomitante de la vaina de mielina
2 — Edema axonal y disolucién del citoesqueleto, junto con acumulacién de organelas.

El hallazgo de axones patolégicos a nivel ultramicroscdpico, cuando aun no estan dilatados, nos hace
pensar que la microscopia dptica infradiagnostica este tipo de patologia (Brody, 2015).

En humanos no se conoce con exactitud el tiempo transcurrido hasta que se produce la axotomia ya
que ésta varia en los animales de experimentacién y no es facil de extrapolar. En animales de
experimentacion en los que las preparaciones pueden estudiarse meticulosamente, se puede
diferenciar una varicosidad axonal (axén agrandado pero intacto) y un bulbo axonal (bola de
retraccién) que se produce porque se ha perdido la continuidad con el resto del axon (axotomia). En
las muestras de humanos al observar un grupo de axones lesionados que han sufrido desconexién no
es posible hacer esa distincién tan clara, ademas, la axotomia probablemente no ocurre en todos los
lugares del cerebro al mismo tiempo, axones de diferente tamafio reaccionan de manera diferente y
la axotomia secundaria puede aparecer/continuar bastante tiempo después de la lesidn, incluso un
afio, lo cual se ha demostrado en ratas (Geddes, 2000).
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DAI como lesion traumatica, diagnéstico diferencial

Inicialmente el B-APP se utilizé para identificar los traumatismos, ya que se creyd que era un marcador
especifico de lesion violenta, porque el DAl era una patologia de etiologia traumatica. Posteriormente
se descubrié que marcaba axones también en otros muchos casos que nada tenian que ver con los
traumatismos (Gentleman, 1995; Sherriff, 1994; Harrington, 2000; Niess, 2002; Reichard, 2003; Smith,
2003; Medana, 2003; Mori, 2005; Mahad, 2009; Haynes, 2008), asociando la acumulacidn del
precursor del amiloide a la inflamacién. Se fue encontrando su marcaje en patologias infecciosas de
toda clase, destacando en dreas donde las células de la microglia se transformaron en macréfagos
(Mori, 2005).

En casos de lesién craneal penetrante, los axones marcados con B-APP se distribuyen por todo el tejido
nervioso y muestran un patrén ondulado, formando agregados de axones irregulares y fragmentos de
axones en areas con cambios edematosos. En casos de TCE cerrado aparecen axones dafados en los
hemisferios cerebrales, el cuerpo calloso, el tronco del encéfalo y ocasionalmente en el cerebelo. En
los casos secundarios a una explosién, el marcaje mas destacado aparece alrededor de los ventriculos
laterales, introduciéndose en el tejido unas 200 um desde el limite ventricular (de Lanerolle, 2015).

La proteina precursora de amiloide puede comportarse como una proteina neuroprotectora.
Harrington et al. demuestran marcaje para B-APP en el citoplasma neuronal en los casos de isquemia
a los 15 min tras el evento, lo que les lleva a considerar al precursor del amiloide como una proteina
de fase aguda que se expresa tras una lesidn focal o difusa (Harrington, 2000). Otros autores proponen
gue el aumento de APP podria estar relacionado con la funcién de promover el crecimiento axonal tras
la lesidn ya que la APP tendria funciones neurotréficas, incluida la promocién del brote axonal, el
crecimiento del axén y dendritas y la formacién de nuevas sinapsis (Blennow, 2012).

Teniendo todo esto en cuenta, los investigadores se focalizaron en describir patrones morfoldgicos
diferenciadores de lesiones de etiologia traumatica y no traumatica obteniendo las siguientes
conclusiones (Reichard, 2005; Oehmichen, 2003; Graham, 2004; Geddes, 2000; Davceva, 2012;
Davceva, 2015):

- Traumatica: Se observan axones dispersos o en grupos, especialmente si forman parte de un
haz de fibras. Con B-APP los axones se ven dilatados o varicosos, edematosos o como bulbos de
retraccion o bulbos axonales. Las lesiones focales se localizan en el cuerpo calloso y cuadrante
dorsolateral del puente anterior.

- No traumatica (isquémica): El patrén es lineal o geografico, habitualmente diseminado, en
relacion con vasos y no respeta limites anatémicos, frecuentemente descritos como en “zigzag”. La
expresion focal del marcador se localiza habitualmente en diencéfalo y tronco del encéfalo. Estas se
han considerado areas de isquemia incipiente como resultado del edema cerebral. Con frecuencia se
observa mayor ruido de fondo en las preparaciones.

Es probable que la hipoxia por si sola no produzca dafio axonal pero si el aumento de la presidon
intracraneal o la herniacién (Dolinak, 2000). Este mismo autor considera que la ventilacion mecanica
no es un factor determinante en la aparicidon de dafio axonal.

Actualmente, la mayoria de los investigadores del campo coinciden en la dificultad en discriminar el
origen traumatico o isquémico en el DAI. A continuacidn, se expone un resumen de los articulos mas
relevantes:
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Johnson et al. en su estudio obtienen unos patrones de expresién B-APP similares en nifos con
traumatismos craneales y sin traumatismo. Los investigadores evaluaron los resultados a ciegas
(Johnson, 2011).

MacKenzie et al. afirman que para concluir que el cuadro es de origen traumatico tienen que concurrir
tres exclusiones (MacKenzie, 2015):

1. Que no haya evidencia de edema cerebral en el examen macroscépico.

2. Que no haya evidencia de neuronas isquémicas, sustancia blanca pdlida o hemorragia en areas
en las que las muestras para B-APP hayan sido seleccionadas.

3. El patrén de B-APP no debe ser geografico y las dreas en las que aparecen los axones
inmunorreactivos no deben situarse limitrofes de la zona de irrigacidon de una arteria ni de un
area traumatica hemorragica.

Segln Oehmichen et al. no es posible diferenciar la etiologia hipdxica o traumatica en los casos del
sindrome del nifio zarandeado. En su estudio con 18 nifios encontraron axones reactivos a B-APP en la
sustancia blanca en varias zonas (cuerpo calloso y protuberancia) que no cumplieron los criterios de
DAI concluyendo que el dafio axonal (IA) se debia en parte a un evento vasogénico y en parte a un
impacto traumatico (Oehmichen, 2008).

También Shannon et al. encuentran en su serie un marcaje B-APP positivo en la sustancia blanca tanto
en los nifios zarandeados (n=14) asi como en otros nifilos muertos por encefalopatia hipdxico-
isquémica no traumatica (n=7) y ademas hallaron axones B-APP positivos en los axones de la sustancia
blanca del corddn cervical (Shannon, 1998). Geddes et al explican que el mecanismo de hiperextension
en el nifio zarandeado puede ser la causa de la apnea, un signo frecuente de presentacién en estos
casos (Geddes, 2001). La apnea produce hipoxia, lo que da lugar al edema cerebral y éste al
fallecimiento de la persona (Geddes, 2001).

Autores como Tang-Schomer et al. se inclinan hacia los microtibulos como indicadores de origen
traumatico, basandose en que el proceso de desmontaje de los microtubulos durante el estiramiento
distingue la lesién axonal traumatica de otras formas de lesion del axén como las debidas a hipoxia o
isquemia. Mencionar que este estudio no se realizdé sobre muestras in vivo sino en cultivos de células
neuronales (Tang, 2010).

Oehmichen et al. encontraron resultados similares en aquellos casos con lesién cerebral traumatica y
los que tuvieron hipoxia/isquemia como causa de muerte. Si bien no identificaron cuantos de ellos han
sufrido edema o aumento de presion intracraneal (Oehmichen, 1998; Oehmichen, 1999).

Kaur et al. detectaron un claro marcaje positivo para B-APP en 12 de 28 casos de hipoxia sin historia
de lesion craneal y recalcaron la importancia de la elevacién de la presion intracraneal reflejada por el
incremento del peso del cerebro y de la hemorragia intracraneal unilateral al ocasionar efectos de
cizallamiento sobre los axones (Kaur, 1999).

Reichard et al. combinando B-APP y H-E consiguen clasificar de forma correcta el 85% de los casos
como traumatico, metabdlico o ausente de patologia cuando es valorado por patdlogos externos.
Usando solo B-APP sélo aciertan 26 de 73 casos (Reichard, 2005). Ademas, al comparar los casos
traumaticos e isquémicos observaron que la distribucidon anatdmica en ambos casos es muy similar.
Destacan que los lugares recogidos habitualmente en lesiones craneales como mas proclives a la
formacién de bulbos axonales, son también los lugares donde los cordones de axones tienen mas
probabilidad de ser comprimidos o deformados tal y como mencionan Harrington et al. (Harrington
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2000), lo que es de gran importancia a la hora de la aparicion de edema cerebral. Estas diferencias
pueden observarse en el siguiente esquema:

Figura 2: Esquema que representa la distribucion de marcaje positivo para B-APP en casos traumdticos
(izquierda) y no traumadticos (derecha). Tomado de Harrington D et al, 2000 (Harrington, 2000) con permiso de
la editorial Elsevier.

Segun de Lanerolle et al, el inmunomarcaje B-APP no permite distinguir si una lesidon axonal es
secundaria a isquemia o si se debe a deformaciéon mecanica. Esta distincidn es importante, ya que la
isquemia es una de las lesiones secundarias asociadas que aparece en el 88% de las lesiones craneales
fatales (de Lanerolle, 2015) o en el 91% de todas las lesiones cefélicas (Kaur, 1999).

En el estudio de Kaur et al. en el que tratan de diferenciar las areas afectadas en el encéfalo por un
traumatismo, por DAI o por hipoxia (sola o afiadida a un traumatismo), dibuja un esquema que es dificil
de sostener ya que el patron de lesidon traumatica dependera del traumatismo y el patrén de
“traumatismo+hipoxia” no es igual al sumatorio de los dos cuadros por separado (Kaur, 1999) (Figura
3).
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Figura 3: Esquema con representacion de la distribucion anatémica del marcaje axonal positiva para B-APP en
los cuatro grupos del estudio de Kaur et al. (Kaur, 1999), con permiso de la editorial BMJ.

Igualmente, destacan Smith et al., que en muchos casos de traumatismo severo es dificil determinar
la contribucidn relativa de la patologia axonal que deriva de la lesién mecdnica y la que deriva de la
hipoxia, el edema o el efecto masa del hematoma (Smith,D.H. 2003).

Hayashi et al. distinguen dos patrones morfoldgicos en el DAI: En el 12, los axones se orientan a lo largo
de los haces de fibras de la sustancia blanca y en el 22 los axones estdn situados de forma irregular.
Estos autores observaron el patréon 12 en 5 de 14 casos, el 22 patrdon no se vio en ninguno de los casos
y en otros 5 casos aparecié un patrén combinado de 12 y 29, dejando 4 casos sin clasificar. Todos sus
casos sufrieron TCE, pero la diferenciacion en dos patrones no parece aportar nada nuevo (Hayashi,
2009). En la revisién que hace el autor de su propio método encuentra el patrén traumatico (patrén
19) en 14 de 44 casos y el patrén isquémico (patrén 22) en 3 de 44, que paradéjicamente fueron los
Unicos 3 controles con B-APP positivo (usaron una Unica muestra de cuerpo calloso por caso) (Hayashi,
2015).

Para complicar mas esta diferenciacidon hay que considerar el factor dinamico propio de todos los
mecanismos del organismo, que por una parte son procesos que evolucionan independientemente del
origen del dafio, y por otro que las lesiones son reversibles al menos cuando no hay fragmentacion del
axoén (Armstrong, 2015). Ciertamente, lo que se desconoce aun, es si las lesiones inmunopositivas para
B-APP, son o no reversibles (Medana, 2003). Los axones recorren una gran distancia desde el cuerpo
neuronal de origen, lo que indica que son susceptibles de dafio isquémico o toxico en diferentes
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territorios vasculares, en principio sin que se ocasione la muerte de la neurona de origen (Medana,
2003).

A todo lo recogido en este apartado, hay que afiadir que se debe evitar tomar muestras del nucleo de
area contundida en momento del tallado. Por fuera de este nucleo necrético de contusidon hay un area
de edema vasogénico y mas afuera de esta hay un borde delgado de edema citotdxico. Es dificil
determinar con precisidn desde el punto de vista macroscdpico cuales son los limites de estas zonas
(Newcombe, 2013).

Reproduccion experimental del DAI

El DAl detectado en seres humanos es reproducible en especies no humanas, por lo tanto, los
traumatismos reproducidos en animales permiten analizar los cambios morfoldgicos hallados en
personas (Gennarelli, 1994). Sin embargo, tanto la distribucién espacial de las lesiones en el interior
del cerebro como la temporalidad de los cambios axonales reactivos difieren, en cierta medida, entre
las especies (Maxwell, 1997). Asimismo, la bibliografia recoge modelos animales que manipulando
primates remedan el espectro completo del DAI, y también modelos en otros animales de
experimentacion, no tan costosos como los primates, que emulan el DAI en una buena medida,
indicando que la patogénesis es comparable en humanos y animales (Povlishock, 1995). Es dificil
correlacionar el grado de severidad lesiva en humanos y animales ya que varios pardametros como la
GCS, la DRS (Disability Rating Scale) y la duracidn de la amnesia postraumatica no se pueden usar para
evaluar la respuesta clinica al traumatismo infligido (Meythaler, 2001).

Para escoger el animal de experimentacién mas adecuado se deberia tener en cuenta los patrones
morfoldgicos, cerebrovasculares y metabdlicos, el tipo de receptores implicados en el estudio y los
cambios de comportamiento en relacién a la etologia, todo ello para intentar una compatibilidad
biologica alta (Gennarelli, 1994). En el momento actual, ningiin animal de experimentacidon es
totalmente satisfactorio para reproducir el espectro lesional completo del DAI, por lo que previamente,
se debe seleccionar el animal que mas se adecua a cada investigacion en particular (O'Connor, 2011;
Laurer, 1999; Laurer, 2000).

Mecanismos lesionales

En los animales de experimentacion ademas de reproducir el cuadro patolégico que nos interesa, es
decir DAI, el dafio recibido debe formar parte de un continuun, que aumenta a medida que
incrementamos la fuerza mecanica empleada (Laurer, 2000; Laurer, 1999). Los métodos
experimentales publicados hasta el momento son los siguientes (O'Connor, 2011; Johnson, 2013):

1) Deformacién directa del encéfalo

a. Impacto cortical controlado (CCl): Es un método invasivo, mecanizado, que usa un
cilindro rigido que impacta sobre el craneo o la duramadre del animal, cominmente
una rata, que suele estar atada. Permite controlar la deformacién de los tejidos sobre
los que impacta al controlar el tiempo, velocidad y avance. La ausencia de riesgo de
rebote también es una garantia.

b. Caida de peso: El método se basa en dejar caer un peso guiado sobre la cabeza del
animal, bien sobre la piel, bien directamente sobre el crdneo o sobre el propio
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encéfalo. Provoca una lesion focal. Los inconvenientes se deben a las variaciones en la
velocidad de impacto del peso y a la posibilidad de que haya un rebote, lo que alteraria
los resultados.

c. Aceleracién por impacto de caida de peso: El método se basa en dejar caer un peso
guiado sobre el craneo del animal que ha sido previamente protegido con un casco
con lafinalidad de que no se produzca una lesién focal, sino una aceleracién que tenga
como resultado una lesién difusa. Las limitaciones son, de nuevo, la variacidn de Ila
velocidad de impacto del objeto y la posibilidad de que haya un rebote que ocasionaria
un segundo impacto vy alteraria los resultados. En este modelo es muy importante la
densidad de la esponja sobre la que se coloca el animal, ya que esta determinard la
intensidad de la gravedad, asi como la biomecanica de la lesién (Piper, 1996).

d. Deformacién por vacio: El método consiste en aplicar una deformacion rapida del
cortex cerebral expuesto, mediante la generacidn de una presion negativa (vacio) que
causa tensidn local en las meninges. Las limitaciones del método se deben al
desplazamiento permanente del cértex y la falta de precisién en la medida aplicada
(Shreiber, 1999).

e. Lesién por percusion liquida: Método muy usado que consiste en introducir un bolo
liguido de forma rdpida a través de un trépano craneal que impacte contra la
duramadre intacta. Posteriormente, el liquido se desplaza concéntricamente por el
espacio epidural. Las ventajas son similares a las del CCl al poder provocar lesiones de
distintas gravedades y producir lesiones axonales y contusiones, asi como alteraciones
neuroldgicas de la funcidén motora y déficits cognitivos. Las desventajas se deben a que
las caracteristicas del fluido y su presién no estan directamente relacionadas con el
impacto en el cerebro, por lo que la comparacidn con las lesiones clinicas es muy dificil.
Por otra parte, el método lesional no es similar a ninguno que suela ocurrir en los
humanos. Y, ademas, las caracteristicas del flujo del fluido dentro del craneo
dependen de la geometria y la especie empleada (Lindgren, 1965).

2) Deformacién por aceleracion inercial: Pensado fundamentalmente en los accidentes de trafico
en los que el paciente no sufre impacto craneal pero si fuerzas inerciales y rotacionales que
establecen un cuadro de lesion cerebral difusa. Los experimentos se llevan a cabo idealmente
con primates debido a su encéfalo con circunvoluciones, su geometria y la relativa gran masa
encefalica en relacién a su peso corporal. Esta es su principal limitacién, ademds del alto coste.

Probablemente, el mejor método para reproducir el dafio axonal sea utilizando aceleracion e inercia
(Gennarelli, 1994), aunque la eleccion del animal en ese caso es determinante. El tamafio y la forma
del cerebro humano juegan un papel importante en el desarrollo del DAI debido a las fuerzas de
cizallamiento entre las distintas partes del tejido (Smith, 2003; Johnson, 2013). Las ratas y ratones
tienen una masa encefalica muy pequefia, con una ratio sustancia blanca/gris muy distinta a los
humanos, ademds de una cantidad de circunvoluciones y una disposicién encefdlica respecto del cuello
distinta, es decir, una geometria diferente, debida al mayor dngulo craneo espinal, por lo que la
modelizacién con los traumatismos humanos no es exacta. El plano de rotacién de la cabeza con
relacidn al tronco del encéfalo durante el impacto, es critico a la hora de inducir la pérdida de
concienciay, determina la duracién de esta. Asi, la rotacidn transversal al tronco del encéfalo se asocia
a coma, mientras que la rotacidn circunferencial al tronco no (Smith, 2000). También se sabe de otras
alteraciones respecto de los humanos, en relacidn a la fisiologia, distribucién de los receptores de los
neurotransmisores, transducciéon de sefiales o diferencias gendmicas, ademdas de profundas
diferencias en las respuestas histoldgicas a los marcadores (Laurer, 2000; Laurer, 1999).
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Este método fue empleado por Gennarelli et al. en primates en los afios 80 (Gennarelli, 1981;
Gennarelli, 1982), y posteriormente otros como Xiao-Sheng et al., generando una aceleracién por
rotacion de la cabeza en el plano coronal sin impacto (Xiao-Sheng, 2000). Estos ultimos autores, que
hicieron el estudio en ratas, describieron resultados muy positivos evaluados utilizando tinciones con
sales de plata. Lo cual es llamativo, ya que Fijalkowski et al. unos afios después con un método
totalmente parejo al anterior, marcando con B-APP, mucho mas sensible, no consiguié ningin
resultado (Fijalkowski, 2007). El mismo método de rotacién lo intentaron Friess et al. con cerdos
consiguiendo un marcaje leve en casos de trauma moderado y ningln marcaje ni en los traumatismos
leves ni en los simulados (controles), sacrificando a los cerdos a los 12 dias tras el traumatismo (Friess,
2007).

Un tiempo mas tarde, Wang et al. realizaron un estudio en el que provocaban en las ratas aceleracion
lineal y angular. De forma aislada observaron alguna lesién macroscépica (HSA) y 0% de mortalidad,
pero al combinar ambas aceleraciones ya aparecié hemorragia parenquimatosa y dafio axonal en las
muestras de cuerpo calloso, puente y bulbo, con resultados maximos a las 24 horas de supervivencia.
Con este ultimo método la mortalidad ascendié al 21,7% (Wang, 2010).

Muchos autores han tratado de establecer unos criterios que permitan distinguir entre traumatismo
leve, moderado o severo, no siendo ninguno completamente satisfactorio. En el dmbito de la medicina
humana, el método mas popular es el uso de la escala clinica del GCS, en la que resultados >13 indican
un trauma leve, 9-12 uno moderado y <9 nos habla de un traumatismo severo. En cualquier caso, esto
no es extrapolable a los animales.

En cuanto al sexo de las ratas, es bien sabido que el efecto neuroprotector de los estréogenos y la
progesterona puede causar diferencias de género neurodegenerativas (Roof, 2000; ROOF, 2000;
Kupina, 2003). Particularmente con el método de aceleracion por impacto, las ratas hembras tienden
a tener una mejor evolucion clinica después del DAI (Gupte, 2019). Estudios mas recientes también
han encontrado diferentes respuestas entre sexos después de 7 dias tras la lesién (Jullienne, 2018;
Kupina, 2003), sin embargo, otros autores no han encontrado diferencias de género (Hall, 2005). Para
obtener un cuadro patoldgico de DAI, los autores suelen escoger ratas machos con los que consiguen
lesiones mas graves y peor prondstico. Ademads, el hecho de evitar el ciclo hormonal femenino
simplifica el manejo de los experimentos en términos de transporte de ratas, tiempos de cuarentena
y disponibilidad de quirdfano.

Método de Marmarou y Foda

Tras analizar las ventajas e inconvenientes de los distintos métodos, y restringiendo el espectro animal
de experimentacion a los roedores, entendemos que el método mas eficaz para nuestro estudio de
cara a la maximizacién de resultados seria el de aceleracién por impacto, siguiendo el modelo de
Marmarou y Foda (Marmarou, 1994; Foda, 1994). Se trata de un método sencillo, barato, que funciona
en ratas, el mas comun de los animales de experimentacion y ademas es muy reproducible. Todas
estas propiedades han hecho este método muy popular.

Con este método se genera una aceleracion craneal como resultado del impacto de un peso que
desciende dentro de un cilindro (un tubo de plexiglas), empujado Unicamente por la fuerza de la
gravedad. El peso de acero de 450 g se deja caer desde una altura de 2 m. Previamente, la cabeza del
roedor ha sido protegida con un “casco” o disco fabricado en acero, que permite que la energia llegue
al cerebro, minimizando las lesiones focales.
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El objetivo era ocasionar un dafio cerebral grave (DAI) con la minima mortalidad posible lo que permite
estudiar la evolucién de las lesiones al menos durante las primeras 24 horas. La mortalidad media que
obtuvieron fue proxima al 50%.

El gradiente maximo de compresién que se producia sobre el craneo fue de 0.28 mm. Consiguieron
unos resultados histopatolégicos positivos para DAI cuando empleaban una altura de caida del peso
de 2 m, y unos resultados moderados con 1 m. La maxima gravedad lesional se observaba a las 24 h
de supervivencia tras el impacto.

La mortalidad de las ratas suele ocurrir en los primeros 20-30 min debido a la apnea que aparece tras
el traumatismo. Si sobreviven a este periodo inicial es mas raro el fallecimiento espontdneo (Carré,
2004). Dado que el principal problema para la supervivencia es la apnea y la hipoxia secundaria a ésta,
el empleo de ventilacion mecdnica reduce muy significativamente la mortalidad en los casos de
traumatismo grave (Foda, 1994), y mejora de forma sustancial la supervivencia en otros estudios (Foda,
1994; Carré, 2004; Meythaler, 2001).

En la rata, el impacto directo sin proteccidn provoca desde ausencia de cambios a cambios dramaticos
debido a la gran pendiente de curva que representa la tolerancia a la lesién del craneo de rata
(O'Connor, 2011). Ademas, los impactos craneales directos tienen un alto grado de variabilidad en la
respuesta, tal que incluso un pequeno cambio en los pardametros de impacto puede cambiar la lesion
desde minima a fatal (O'Connor, 2011).

El problema de la aceleracién por impacto y de la caida de peso es que ambos provocan una abolladura
en el cerebro, es decir, lesidn focal. Este aspecto negativo se mejora con el uso de un disco metalico
fijado al craneo antes del impacto. Aun asi, el dafio inducido es mucho menor al que se produciria en
humanos (Meythaler, 2001).

La carga dindmica del impacto se puede dividir en efectos del impacto y efectos inerciales. Por lo tanto,
la base sobre la que se apoya la cabeza de la rata es determinante a la hora de establecer la carga de
cada efecto en la lesidn. Si la cabeza esta fija, la fuerza del impacto y la compresién secundaria son los
predominantes, sin embargo, si la cabeza se encuentra libre para moverse, las fuerzas de cizallamiento
entre tejidos son las dominantes. Los resultados de estos investigadores (Foda, 1994) fueron buenos y
concluyeron que este método produce dafio axonal difuso similar al descrito en humanos. Tan sélo
gueda la duda de que, estando muchos de sus hallazgos localizados debajo del area contundida, si la
lesién es producida directamente por la deformacién o por el golpe (coup) (Kilbourne, 2009).

Unos afios después, Baranova et al. usaron el mismo método que Marmarou, con 450 g de peso con
caida a 2 m de altura, y las lesiones que el primero las consideraba como severas, en este estudio las
consideran moderadas debido a su respuesta vascular. En este estudio experimental no realizé ningin
andlisis histopatoldgico post-traumatismo (Baranova, 2008).

También Fujita et al. emplaron ese método con traumatismos repetidos de distintas intensidades e
intervalos de repeticidon. Usaron un peso de 450 g desde una altura mdaxima de 1 m, consiguiendo el
marcaje mas acentuado en traumatismo doble, con intervalo de 3 horas, desde 1 m de altura. Con un
Unico impacto desde 1 m de altura no consiguieron ningin marcaje IHQ tras el sacrificio de los animales
a las 4 horas después del golpe. Cabe destacar de este estudio que demuestran que la disfuncién
microvascular es paralela a los cambios axonales patoldgicos, estimando que las alteraciones
microvasculares debian ser un factor colaborador en la morbilidad (Fujita, 2012).

Igualmente Ucar et al. utilizaron el mismo método, introduciendo la variante de lubricar el interior del
tubo y de colocar un sedal en el peso para garantizar que no golpea dos veces sobre el craneo. No
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colocaba la cabeza de la rata proxima al extremo de la esponja y desconocemos la resistencia de ésta,
pero su mortalidad con 450 g y 1 m fue del 78,5%, con 350 gy 1 m fue deun 42.8% yde 300gy 1 m
del 7.1%. En todos los grupos hubo casos de apnea tras el traumatismo, incluso en el control sin
traumatismo (Ucar, 2006).

En el trabajo firmado por Mu et al utilizan el método de Marmarou y Foda dejando caer el peso desde
1 metro de altura con la finalidad de obtener lesiones moderadas. Obtuvieron una mortalidad del 20%
y demostraron la pérdida de mielina con el paso de los dias y un aumento de apoptosis de
oligodendrocitos (Mu, 2019)

Una comparativa de estudios usando el mismo modelo puede consultarse en la tabla 1.

Tabla 1: Tabla comparativa de estudios que usaron el método de Marmarou y Foda

Autor (afo) Objetivo Método Resultados

Marmarou (1994) | Traumatismo grave con 50% 450y 500g-2m | 450 g -2 m => Lesion grave

mortalidad
450g-1m 450 g - 1 m =>Lesion moderada
Carré (2004) Monitorizar el O; antes, 430g-2m No hacen clasificacion en funcion
durante y después del de la gravedad de la lesion
traumatismo
Ucar (2006) Nivel de trauma para 450¢g,350g & 450/350 g - 1 m => Lesion severa
conseguir lesion moderada 300g-1m (mortalidad 78.5/42.8%)
Aceite en tubo 300 g - 1 m =>» Lesion moderada
(mort. 7.1%)
Baranova (2008) Estudio de la reaccion 450g-2m Demostraron cambios vasculares
vascular al traumatismo
(moderado)
Fujita (2012) Dano microvascular 450g-1m 1 impacto = No lesion

secundario al traumatismo
2 impactos =» Lesion intensa (no

IHQ)

Calikoglu (2015) Efecto de la pregabalinaen el | 450 g - 2 m (40 7 paradas respiratorias, 4 pupilas
trauma cases) dilatadas, 2 muertes, 8 sin lesion
histopatoldgica

Jiao Mu (2019) Analizar la mielina en DAI 450g-1m Lesion moderada (mort. 20%)

Disminucion mielina y aumento de
apoptosis oligodendrocitos

Por ultimo, el método disefiado por Kilbourne (Kilbourne, 2009) crea una aceleracién anteroposterior
con componente rotacional en plano sagital sin deformacién ni fractura craneal, tratando de emular
los accidentes de trafico. El marcaje maximo para B-APP aparecié al 72 dia después de traumatismo
severo. Hallaron resultados positivos en el encéfalo pero no en el tronco encefialico, asumiendo que la
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causa se debia a una aceleracidn producida en el sentido del eje principal de éste y no en perpendicular
como el de Marmarou.

Reproduccién experimental de isquemia cerebral en animales

La mayoria de los estudios de este tipo estdn hechos en ratas inmaduras o de pocos dias de vida,
tratando de profundizar en el conocimiento de la isquemia intraparto o la viabilidad de las crias cuando
la madre sufre un evento letal o grave. Y aunque los encéfalos inmaduros son mads sensibles a la
isquemia, los acontecimientos fisiopatoldgicos y la metodologia empleada para producir la
hipoxia/isquemia, tienen un gran interés general.

Towfighi et al. estudiaron los cambios neuropatoldgicos sobre ratas de 7 dias de vida, a las que
sometieron a una ligadura de la arteria cardtida comudn unilateral combinada con una hipoxia
(respirando aire con el 8% de oxigeno) durante dos horas de duracién. Los tiempos de sacrificio se
realizaron desde las dos horas hasta tres semanas y describieron los cambios celulares a lo largo de
ese tiempo tanto en la zona lesionada ipsilateral como en el hemisferio contralateral. Los cambios, con
su especifica temporalidad y localizacién fueron los esperados en lesiones de este tipo, tales como
necrosis neuronal, necrosis por coagulacién (infarto), cavidad quistica, activacion de
microglia/macroéfagos, astrocitosis reactiva etc. (Towfighi, 1995).

Namura et al provocaron una oclusion de la arteria cerebral media a ratones adultos machos mediante
la introduccién quirudrgica de un filamento de nylon que interrumpia el flujo sanguineo durante dos
horas, para reperfundir posteriormente. Detectaron apoptosis neuronal con supervivencia de 1-2
horas detectada tanto con técnicas TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End
Labeling) como por inmunoreactividad de la caspasa-3 (Namura, 1998). Igual técnica la realizé Liu et
al. en ratas adultas macho, con sélo 1 hora de isquemia consiguiendo inducir apoptosis neuronal con
activacion de la caspasa-3 y otras proteinas en el hipocampo y en el cortex (Liu, 2013).

Otra técnica distinta, puramente hipdxica, fue la practicada por Ginet et al. en la que indujeron muerte
celular, detectada también mediante TUNEL y caspasa-3, en cerebros de ratas que se mantuvieron
respirando oxigeno al 8% durante 2 horas (Ginet, 2014).

Otras técnicas muy utilizadas son las de oclusion de vasos cervicales arteriales. Se pueden ocluir dos o
cuatro vasos. La técnica de 2 vasos consiste en clampar las dos arterias carétidas comunes mediante
un abordaje cervical anterior (Kaur, 1999). De esta manera no se consigue provocar una isquemia
importante, debido a la circulacién colateral que se realiza a través de las arterias del poligono de
Willis, por lo que es necesario combinar el camplaje anterior con alglin otro procedimiento, como
como la hipoxia con disminucidn de oxigeno respirable o bien mediante el incremento de la
concentracién de nitrégeno (Levine, 1960). El sistema de oclusidn de cuatro vasos, consiste en realizar
un abordaje posterior para obliterar las arterias vertebrales en los agujeros transversos y un abordaje
anterior para clampar las carétidas temporalmente (Pulsinelli, 1979; Pulsinelli, 1988).

La isquemia lleva a la hipoxia tisular vy, si la situacidn se prolonga lo suficiente, las células mueren por
necrosis (infarto). Pero las células también pueden morir de forma aislada por apoptosis, la muerte
celular programada. Cuando en el encéfalo aparecen células nerviosas aisladas muertas el investigador
precisa diferenciar cual de estos dos procesos de muerte estdn siguiendo esas células.
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Diagndstico diferencial entre apoptosis y hecrosis

MacKenzie et al. estudiaron casos puramente isquémicos y hemorragicos en pacientes que sufrieron
ictus hemorragico o isquémico, sin traumatismo craneal, y concluyeron que los patrones histoldgicos
de reactividad frente a B-APP, que se producian en estos casos, no eran diferentes de las detectadas
en casos de traumatismo craneal ya que toda lesién traumatica iba asociada con tumefaccion cerebral
o hemorragia, lo que finalmente ocasionaba dafio isquémico. Por ello, este estudio cuestiond que
determinados patrones de expresion de B-APP puedan ser utilizados para acreditar que una
determinada lesién axonal sea isquémica o traumatica (MacKenzie, 2015).

La apoptosis estda mediada por mecanismos intrinsecos activos, aunque pueden existir moduladores
externos. La morfologia histoldgica de la apoptosis se caracteriza por la preservaciéon de la integridad
de membrana, por condensacidn nuclear y citoplasmatica, por la disminucién del volumen celular y
formacidn de vacuolas citopldsmicas y por la conservacion morfoldgica de las estructuras de las
organelas. Finalmente, la célula se fragmenta creando cuerpos apoptéticos, constituidos por
fragmentos tanto de cromatina como de fragmentos citoplasmaticos, que son degradados al ser
engullidos por las células vecinas (Martin, 1998; Yakovlev, 1997). Es la muerte celular fisioldgica y estd
considerada como una muerte celular programada organizada, mediada por mecanismos activos,
intrinsecos, en las que ciertas vias moleculares son activadas para iniciar la apoptosis. En contraste a
la necrosis, la apoptosis no lleva a una pérdida del contenido celular y no inicia una respuesta
inflamatoria (Martin, 1999).

La necrosis implica disrupcidn de la membrana, estructural y funcional, entrada rdpida de calcio y agua,
y muerte celular. Es inducida por una perturbacién abrupta del entorno con alteracién de las
condiciones fisioldgicas. El tejido necrotico se caracteriza por pérdida de la integridad de la membrana,
picnosis nuclear (densidad uniforme y regular), hinchazén y degeneracion de organelas, floculacién
nuclear, perdida del contenido de los lisosomas, tumefaccion celular y lisis con disolucién de la célula
(Martin, 1998; Yakovlev, 1997). Es siempre una muerte celular patolégica inducida por alteracién de
las condiciones fisioldgicas, que incluye perturbaciones en la estructura e integridad funcional de la
membrana plasmatica y anormalidades de los niveles intracelulares de sodio, calcio y agua con la
consiguiente ruptura celular (Martin, 1999; Mu, 2015).

Hay teorias que defienden que la apoptosis, que es dependiente de ATP, y la necrosis, son un
continuum segun la disponibilidad de energia. Cuando el ATP se agota se anula la apoptosis y comienza
la necrosis (Raghupathi, 2000). Igualmente se teoriza que las células de la region lesionada, bien por
un traumatismo, bien por isquemia, sufren necrosis. La necrosis necesita de minutos a horas para
instaurarse. Las células proximas a la lesién (zonas de penumbra en isquemia) sufren
fundamentalmente apoptosis, comenzando a las pocas horas y durando dias (Kunz, 2010).

Rossiter et al. (Rossiter, 2002) en su articulo sobre hipoxia-isquemia perinatal en humanos hablan de
un patrén morfolégico de apoptosis cuando se pueda demostrar fragmentacion del ADN in situ al
menos con una correlacién de 1:1 de células que estan muriendo, aunque reconocen también que la
morfologia apoptdtica-necrdtica es probablemente un continuum in vivo.

Tedricamente las células necrdticas debieran reconocerse con mayor rapidez, ya que la apoptosis
requiere varias horas para comenzar y mas horas para mostrar cambios morfolégicos. Se observd que
el marcaje de caspasa-3 podia llevar a equivocacion al poder actuar también sobre células necréticas,
a diferencia de la caspasa-3 activada que marcaria exclusivamente las células apoptoticas (region
pontosubicular humana) (Takizawa, 2006)
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Rink et al. en un trabajo de DAI en ratas, distinguia células apoptdticas de necrdticas por su patrén
morfoldgico tras el marcaje con TUNEL, aunque necesitaba 72 horas de evolucion y, al usar la percusidn
liguida como método de produccion de la lesién en las ratas, s6lo obtuvo marcaje en el drea lesionada
y no en la contralateral. Destaca que a la necrosis la acompafia la inflamacién, mientras que a la
apoptosis no. En este articulo se pone de manifiesto que la inflamacién que acompania a la necrosis
persiste en el tejido mucho tiempo y proporciona proteasas que facilitarian la fragmentacién aleatoria
del ADN por digestién del nucleosoma mucho después, por lo que es posible detectar con TUNEL
necrosis y apoptosis celular a diferentes estadios temporales tras lesidon traumatica (Rink, 1995).

Algunos defienden que en realidad son procesos complementarios y sucesivos, ya que, tras la
isquemia, las primeras células afectadas serian las que mueren por necrosis. Y posteriormente (a las
24 horas) apareceria la apoptosis en otras células, como segunda fase lesional, aunque también puede
existir una fase hibrida necrosis-apoptosis (Northington, 2001).

La degeneracion de neuronas vulnerables secundariamente a isquemia global (ej. células de Purkinje
cerebelares) muestra la apariencia morfoldgica de necrosis pero también da lugar a la degeneracién
secundaria de otros tipos celulares como células granulares o gliales en las cuales la muerte celular se
produce por apoptosis. Por lo tanto, los dos tipos de muerte celular por apoptosis o necrosis pueden
coexistir de forma separada en diferentes poblaciones celulares tras una lesiéon del SNC, si bien,
probablemente, necrosis y apoptosis no son independientes uno del otro (Martin, 1998).

Love S et al. descubrieron que parte de la division del ADN ocurre post mortem y que el marcaje de
TUNEL no necesariamente implica apoptosis (Love, 2000).

Incluso en trabajos experimentales en los que se usa la reperfusidon sanguinea con el fin de que la lesién
sea mds suave y la apoptosis mas recargada (ya que los radicales libres liberados durante la reperfusion
se asocian a apoptosis) mostraron que entre las células que expresaban caspasa-3, el 60-80% también
se marcaban con TUNEL. Y de las que marcaban con tunel, el 40-50% marcaban también caspasa-3,
por lo que asumieron que la caspasa-3 no es imprescindible para la apoptosis. Ademas, consiguieron
el marcaje maximo entre las 12-24 horas post isquemia (Namura, 1998).

El TUNEL, por lo tanto, no distingue entre apoptosis, necrosis e hibridos de ambos y no provee
informacidn sobre la degeneracion de axones o terminaciones nerviosas (Northington, 2001).

Ademas, tedricamente, la caspasa-3 y el TUNEL sefialan momentos de evolucién diferentes segin
podemos ver en la figura 4.

En el estudio de Stadelmann et al. hallaron que las células marcadas con caspasa-3 activada tenian
mayoritariamente morfologia de apoptosis y no se apreciaban células necréticas, mientras que el
anticuerpo de procaspasa-3 marcaba células sin preferencia por este patrén morfolégico. Ademas,
Ccomo sus casos son neonatos hipdxicos, estiman que la hipoxia provoca apoptosis, aclarando que esto
funciona de forma diferente en adultos (Stadelman, 2001).
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Figura 4: Illustracion esquematica de la evolucion temporal del marcaje de Caspasa3 (linea discontinua) y TUNEL
(linea continua) en infartos tromboembolicos focales en humanos. La linea de puntos indica la evolucion temporal
aproximada de apoptosis tras lesion isquémica y reperfusion en animales de experimentacion, aunque debe
destacarse que esto varia de forma considerable segun las condiciones precisas del experimento. La escasez de
marcaje temprano con TUNEL en infartos cerebrales humanos debe ser secundaria a la mucho menor reperfusion
y perfusion colateral del tejido isquémico que ocurre en modelos experimentales. Estos hallazgos sugieren que
el marcaje retardado con TUNEL, entre 2 y 4 dias, no indica apoptosis. Extraida del estudio de Love S, 2000
(Love, 2000) con permiso de la editorial John Wiley.

Valoracion del edema cerebral

El edema cerebral se caracteriza por una cantidad de liquido anormalmente grande en el espacio
extracelular del tejido nervioso, preferentemente en la sustancia blanca.

Un problema fundamental en neuropatologia consiste en acreditar el edema. Se sabe que la hipoxia
cerebral primaria causa edema (citotdxico, que se caracteriza por la disminucion de potasio
intracelular), y que el edema en un lugar cerrado como es el craneo provoca compresion de estructuras
y herniacidn encefdlica. Tanto la compresidon como la herniacidn se traducen en, al menos, defectos
de vascularizacion en las zonas afectadas.

Adams et al. diagnosticaron edema cerebral en cerebros humanos (o el aumento de la PIC) verificando
la presencia de necrosis en las circunvoluciones parahipocampales (Adams, 2011).

Reichard et al. definen el edema cerebral como un peso cerebral mayor del 10% sobre el esperado en
relacidn a la edad, talla y peso corporal, o evidencia de herniacién macro o microscépica (Reichard,
2003).

Radojevic et al. proponen un modelo matematico que utiliza tres didmetros de la cavidad craneal,
relacionandolos con el volumen y el peso del cerebro durante la autopsia. El algoritmo se basa en que
la densidad del cerebro edematoso es mayor que la del cerebro normal. (Radojevic, 2016).

Réthig y Schaarschmidt encontraron una relacién lineal (coeficiente de correlacidn) entre la longitud
corporal y el peso del cerebro. Incrementos de peso por encima de ese coeficiente (0,3) indicarian
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edema cerebral. Sin embargo, el valor de este método esta restringido por el amplio rango estadistico
(Rothig, 1977).

Hay estudios antiguos en los que no se consigue establecer un nexo entre el diagndstico analitico,
mediante determinaciones de agua, sodio y potasio, con el diagndstico histolégico. Tan sdélo
consideraron fiable la observacién macroscdpica directa en los casos severos (Yates, 1975). Se debe
tener en cuenta que se trataba de muestras procedentes de cadaver, a veces con un numero
indeterminado de horas de evolucidon post mortem, por lo que pudieron aparecer artefactos que
modificaban tanto la morfologia como los hallazgos microscépicos.

Hausmann et al. investigaron el valor de la morfologia macroscépica del encéfalo y de los hallazgos
histolégicos para apreciar el edema cerebral. El rango normal de peso cerebral se calculé con la féormula
de Réthig y Schaarschmidt. Concluyeron que tanto la seccién macroscépica como los hallazgos
histolégicos tienen una importancia minima a la hora de diagnosticar edema cerebral (Hausmann,
2006).

Por todo esto, la literatura actual considera que el diagndstico del edema cerebral es complejo y no se
deberia basar solamente en los hallazgos macroscépicos y/o microscépicos.

Por ultimo, varios autores en sus estudios han utilizado un método relativo, no universalizado, que no
establece un diagndstico definitivo, pero si es Util en algunas circunstancias. El método consiste en
seleccionar el area encefdlica que interesa, diseccionarla, pesarla (peso himedo), dejarla secar 48
horas a 709C (6 24 h a 959C 6 72 h a 1002C) y volver a pesar (peso seco). El porcentaje de agua en los
tejidos se calcula segln la siguiente formula: Peso humedo-Peso seco/Peso humedo x 100. El
porcentaje de contenido de agua en el area encefalica de interés (o en el encéfalo entero) se compara
con las mismas areas en los animales control (Dempsey, 2000; Cernak, 2004; Flierl, 2009).

Anestesia en experimentaciéon animal

Todas las sustancias anestésicas tienen efectos en el metabolismo vy fisiologia cerebral, lo que puede
interactuar de alguna manera con las lesiones secundarias que aparecen después del experimento
(Morales, 2005).

El pentobarbital deprime el flujo sanguineo, el metabolismo cerebral y es posible que altere de alguna
manera los radicales libres (Dempsey,R.J. 2000) y también el metabolismo de la glucosa (Morales,
2005).

El halotano, paradéjicamente, aumenta el flujo cerebral y el volumen circulante de sangre al cerebro
y disminuye la reabsorcién de liquido céfalo-raquideo (LCR) (Dempsey, 2000).

El NO también aumenta el flujo cerebral y produce vasodilatacion con un minimo incremento en el
metabolismo cerebral (Dempsey, 2000), lo que puede jugar un papel a tener en cuenta en la
produccién de edema.

El isoflurano atenta déficits funcionales y reduce la muerte cerebral en la region CA1 del hipocampo.
Puede incrementar el flujo sanguineo cerebral y reducir la excitotoxicidad (Morales, 2005). Destaca
entre sus caracteristicas que tiene un tiempo de induccién muy rapido y una recuperacién también
muy rapida.
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El propofol y los narcéticos son los anestésicos que han dado peores resultados, a pesar de ser tan
usados en el campo de la clinica médica (Morales, 2005).

Marcadores inmunohistoquimicos (IHQ)

Son muchos los anticuerpos utilizados por los investigadores en el campo del DAI (S100; TAU-L; VGF;
HSP60; HIF-1a; Sinaptofisina; Neurofilamentos; CD15; Vimentina; CD45; PGFA; NSE) aunque los que
mejores resultados han proporcionado son los siguientes:

B-APP

La proteina precursora del B-Amiloide (B-APP) es una glicoproteina transmembrana introducida por
Sheriff en 1994 para el diagnéstico de DAI (Sherriff, 1994). Existen varias isoformas y se encuentra en
la mayoria de las células del organismo siendo mas abundante en el sistema nervioso central, tanto en
neuronas como en células gliales. Su funcién exacta es desconocida, pero se ha propuesto que
interviene en las interacciones intercelulares y de las células con la matriz. Podria actuar también como
factor de crecimiento, y realizar funciones autocrinas. Mds importante, se han encontrado efectos
potenciales en las lesiones neuronales excitotdxicas, especialmente tras hipoglucemia, y como
moduladora de flujo de entrada de Ca*? en la célula tras una lesién (Harrington, 2000). Aunque también
se ha sugerido que tendria un papel protector frente a las lesiones neuronales ya que se ha observado
una menor muerte neuronal y apoptosis (Corrigan, 2012).

La utilidad del B-APP como marcador del DAI se basa en que se acumula en los axones rotos ya que no
es capaz de continuar su trayecto por transporte axonal anterégrado rapido. Para el transporte de B-
APP es necesaria una gran cantidad de energia (proceso activo), lo que en la practica se traduce en
supervivencia o vitalidad tras el impacto traumatico. Esta supervivencia es necesaria para que haya
una acumulacién suficiente a nivel axonal que permita ser observada al microscopio 6éptico
(Hortobagyi, 2007; Gentleman, 1995).

La B-APP también se detecta también los cuerpos neuronales, lo que se ha asociado al estrés
postraumatico agudo de estas células (Wang, 2010).

La mayor parte de los anticuerpos creados frente a la B-APP se dirigen al extremo N-terminal. Al
encontrarse éste en el interior de la vesicula de B-APP el marcador tiene peores resultados que el que
se fija sobre el extremo C-terminal. El extremo C-terminal se ubica intracelularmente en la superficie
externa de las vesiculas por lo que es mas accesible a la penetracion del anticuerpo que el N-terminal
intravesicular. Ademads, en el proceso de preparacién de las muestras, no es necesario romper las
vesiculas exponer el antigeno, por lo que el marcaje es mas intenso y presenta menos fondo. El tiempo
de detecciéon es menor, pasando de 60 a 30 minutos y se puede utilizar a diluciones elevadas
disminuyendo los costes (Stone, 2000).

Algln autor ha propuesto el estudiar la proteina adaptadora del B-APP, la FE65 (Russo, 1998), una
proteina de unidn que transporta a la B-APP y que se puede utilizar como marcador precoz de DA
mediante técnicas de RT-PCR, con resultados positivos a partir de 30 minutos en ratas, con una
expresion que aumenta hasta un maximo nivel a la hora de la lesion para disminuir luego
progresivamente (lino, 2003).
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El marcaje inmunohistoquimico con B-APP se ha utilizado para muchos fines diferentes, tanto en
medicina clinica como forense en casos traumaticos y no traumaticos, ya que la presencia de DAl puede
en el cadaver de un nifio alertar acerca de episodios previos de traumatismos ocultos o de algun tipo
de patologia hipdxica. Entre estas enfermedades, el sindrome de la muerte subita del lactante que
tiene un especial interés médico legal, se caracterizé por mostrar un patrén de tinciéon con B-APP
similar a los casos de muerte infantil traumatica o por asfixia mecanica (Byard, 2006; Oehmichen, 2008;
Jensen, 2014).

Deteccidn de 8-APP

Es necesario un tiempo de evolucién de al menos varias horas para que la interrupcién del transporte
axonal ocasione una acumulacidon adecuada de B-APP detectable al microscopio dptico (Maxwell,
1997; Geddes, 2000; Geddes, 1997). Inicialmente con tinciones clasicas como H&E (Hematoxilina y
Eosina) y con tinciones de plata eran necesarias 12-24 h para distinguir la presencia de los bulbos
axonales. Con la introduccidon de técnicas de IHQ que detectan la B-APP se redujo el tiempo de forma
importante.

Distintos autores han sido capaces de demostrar un cuadro de dafio axonal difuso (DAI) con tiempos
de evolucién minimos. Segun Wilkinson et al. el tiempo minimo para que aparezca el inmunomarcaje
para B-APP es de 60 min (Wilkinson, 1999). Geddes et al. establecieron un tiempo minimo de deteccidn
en 2-3 h tras la lesién (Geddes 2000), lo que coincide con el tiempo que publican Harrington et al.
(Harrington, 2000). Oehmichen et al. establecen una horquilla de 1,5-3 horas (Oehmichen, 2008), un
tiempo similar al publicado por Sherriff et al. que detectan marcaje transcurridas 3 h (Sherriff, 1994).
Hortobagyi et al. refieren positividad para B-APP a los 35 minutos de supervivencia (Hortobagyi, 2007)
y Dikranian et al. detectaron lo mismo en ratas incluso tras ocasionar un dano definido como
moderado (Dikranian, 2008).

En cuanto al momento de la maxima inmunoexpresién B-APP varios autores coinciden en que marcaje
es maximo a las 24 horas tras la lesion y suele declinar a partir de las 48 h (Huh, 2011; Cernak, 2004;
Johnson, 2013). La degeneracion axonal puede aparecer mas tarde, tal y como publicé Povlishock hace
muchos afios, incluso con traumatismos locales que no causan disrupcién mecanica del axdn pero que
pueden causar deterioro del transporte axonal, tumefaccién y finalmente desconexién (Povlishock,
1992). Wilkinson et al. encontraron una relacidn positiva entre la expresion B-APP y el tiempo de
supervivencia, estableciendo una fase de meseta alrededor de las 85 h tras la lesién (Wilkinson, 1999).
A partir de 3-4 sem de supervivencia el rendimiento de este marcador va disminuyendo (Adams, 2011).

Esta evolucidn concuerda con los resultados de los estudios de Huh et al. (Huh, 2011; Huh, 2008),
quienes encontraron marcaje inmunohistoquimico con B-APP en la zona de impacto y también en
lugares remotos. Sin embargo, mientras el drea contundida presentaba su mdximo marcaje a las 24 h
tras la lesion, en los sitios remotos los axones dilatados eran mds numerosos a los 3 d. A partir de este
dia 3 las lesiones tisulares mejoraban y el inmunomarcaje disminuia. Y si el caso concreto es de DAI
evolucionado asociado a degeneracidon Walleriana, aparecera un marcaje negativo para -APP con una
infiltracion macrofagica a lo largo de la sustancia blanca (Reichard, 2005).

Con relacion a la edad, se ha demostrado que la velocidad de transporte de las vesiculas anterégradas
y retrégradas en el axdn es mas lenta en los animales viejos, volviéndose las vesiculas de mayor tamafio
mas lentas. Por lo tanto, las vesiculas de transporte rapido, que son las de menor tamafio y las que
expresan B-APP se enlentecen en menor medida con la edad. Se desconoce las implicaciones clinicas
de estos datos si es que las tienen (Viancour, 1993).
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Criterios diagndsticos con B-APP

No hay un acuerdo undnime respecto a los hallazgos necesarios para diagnosticar DAI. El hecho de que
sea difuso debe exigir que podamos demostrar el ente patoldgico en diferentes regiones del cerebro,
ya gue si no se trataria simplemente de una entidad focal. Por otra parte, el término dafio axonal difuso
podria ser impreciso ya que el dafio mds que difuso es multifocal. De hecho, el dafio se encuentra con
frecuencia en determinadas estructuras, y en otras no aparece nunca.

En el contexto de la medicina forense, es importante recordar que el DAI puede ser una causa de
muerte y por lo tanto su existencia no debe de pasarse por alto en la practica diaria (Davceva, 2015).

Entre los criterios minimos para establecer el diagndstico, varios autores proponen distintos métodos.
Davceva et al. proponen que la lesién debe ser multifocal, y que al menos un foco de lesidn debe estar
situado por encima del tentorium cerebeli y otro por debajo. Se consideran zonas especialmente
significativas las regiones que incluyen cordones axonales, como el cuerpo calloso o la cdpsula interna
(Davceva, 2015). Geddes et al. entienden que el dafio se debe evidenciar en muestras de 3 bloques de
tejido de los 5 que propone como minimos e imprescindibles: el cuerpo calloso con sustancia blanca
parasagital anterior y posterior, la regién posterior de la cdpsula interna y el puente, un bloque con
pedinculo cerebeloso medio y otro con peduinculo cerebeloso superior (Geddes, 1997). Unos afios
mds tarde, en otra publicacién, afiaden un bloque de hemisferio cerebeloso a los minimos
imprescindibles (Geddes, 2000). Todo ello deberia asociarse con una historia clinica de trauma. En
ausencia de un antecedente historiado de traumatismo, un patrén histolégico que demuestre DAI
deberia acreditarse mediante un muestreo mas amplio (Smith, 2003).

También se ha propuesto combinar otros marcadores inmunohistoquimicos con el B-APP para
aumentar las posibilidades de diagnéstico. EI SNTF (Fragment of alpha-Il spectrin) ademdas de marcar
los mismos axones que el B-APP fue capaz de revelar una subpoblacidon de axones degenerados no
detectados por B-APP. Otros marcadores como el RMO-14 (Compacted neurofilament-medium) y el
NF-68 (Neurofilament-68) mostraron positividad en casos de DAI traumatico de forma independiente
de SNTF y B-APP. Esto demuestra, siguiendo a Johnson et al. que existen multiples fenotipos axonales
patoldgicos después de una lesion cerebral traumatica (Johnson, 2016).

Estd bien establecido que una lesién traumatica moderada o grave puede provocar muerte celular
excitotdxica inicial (necrosis) en el lugar del impacto, pero la muerte neuronal por apoptosis puede
aparecer tras la degeneracion axonal traumatica en las neuronas conectadas a esos axones (Bittigau,
2003). Dikranian et al. provocaron DAI traumatico en ratones tras un impacto. Durante las primeras
24 horas los axones lesionados mostraban esferoides B-APP inmunoreactivos, expresion que declinaba
significativamente a partir de las 48 h. Esta degeneracién axonal fue seguida por muerte celular
apoptotica en las neuronas del tdlamo y del cortex que alcanzé el pico maximo entre las 16 y las 24 h
después del impacto. A las 48 h, la muerte celular apoptdtica disminuia, en paralelismo a la reduccion
de la expresidn B-APP en los axones. Este retraso en la aparicién de la apoptosis neuronal lo atribuyen,
los autores, a que en primer lugar y debido a las fuerzas de cizallamiento se produciria la lesién axonal
con interrupcion y pérdida de conexiones sinapticas funcionales lo que iniciaria la activacion de la
cascada de la apoptosis en las neuronas. Esto demuestra una relacidn temporoespacial compleja entre
la degeneracion axonal y la muerte de las neuronas (Dikranian, 2008).
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DAI. Criterios diagndsticos y graduacion histoldgica

Ya en el afio 1989, Adams et al. definieron el DAl y propusieron criterios diagndsticos y de graduacion
de la intensidad de las lesiones. Establecieron 3 grados histoldgicos y, ademas, si las lesiones se
observan macroscépicamente se afadia la consideracidn de severo al grado correspondiente (Adams,
1989): en el grado 1 hay evidencia histoldgica de lesidon axonal en la sustancia blanca de los hemisferios
cerebrales, en el cuerpo calloso, en el tronco del encéfalo y, ocasionalmente, en el cerebelo; en el
grado 2 ademas de lo observado en el grado 1 hay lesion focal (o necrosis) en el cuerpo calloso y, en
el grado 3, ademas de lo observado en el grado 2 hay lesién focal (o necrosis) en el area dorsolateral
del tronco del encéfalo

Mas tarde, se han propuesto diversos criterios para diagnosticar y evaluar la intensidad de las lesiones
en el DAl por medio del uso del marcador B-APP, empleando métodos cuantitativos, que usan una
puntuacion en funcidn del numero de sectores afectados de los 116 en los que dividen el cerebro
(Blumbergs, 1995)o utilizando multiples secciones cerebrales coronales (Gorrie, 1999), o bien
empleando métodos semi-cuantitativos estableciendo una graduacién de (0) cuando no hay ninguna
expresion B-APP, (+) en caso de axones o bulbos positivos aislados o diseminados y (++) cuando estos
axones o bulbos positivos se presentan en grupos o focos o de forma difusa (Oehmichen, 1998;
Oehmichen, 1999; Reichard, 2003; Takahito, 2009; Sherriff, 1994; Thornton, 2006), o graduando la
intensidad de marcaje expresandolo con otra terminologia, por ejemplo, utilizando suave, moderado
y severo; suave representa varicosidades ocasionales focales y severo representa tincidon axonal difusa
intensa con bulbos abundantes (Gentleman, 1995; Wilkinson, 1999; Gleckman, 1999; Kaur, 1999;
Harrington, 2000; Shannon, 1998; Morrison, 2008), o utilizando un sistema de graduacién sencillo (1,
2y 3) basado en el nimeroy en la morfologia de los bulbos axonales de 8 regiones anatomicas (Jensen,
2014).

Destacamos los criterios semicuantitativos propuestos por Johnson et al., por su simplicidad, porque
aparecian pocas diferencias inter e intraobservadores y, ademas, por ser una de las mas utilizadas
(Johnson, 2011). Las preparaciones IHQ eran revisadas por tres investigadores. Cada portaobjetos fue
clasificado de la siguiente manera:

- Negativo
- Focal: Marcaje solamente en un drea de la muestra (portaobjetos)
. Leve: 1-3 axones marcados por campo de 40x (Objetivo 40x, visor 10x)
. Moderado: 3-10 axones por campo de 40x
. Severo: Mas de 10 axones marcados por campo de 40x
- Multifocal: Marcaje en mas de un area de la muestra, separadas por un campo mayor de 10x
(Objetivo 10x, visor 10x) dentro del mismo portaobjetos
. Leve: 1-3 axones marcados por campo de 40x
. Moderado: 3-10 axones por campo de 40x
. Severo: Mas de 10 axones marcados por campo de 40x

Caspasa-3

Las caspasas son una familia de proteasas involucradas principalmente en la muerte celular
programada y en la activaciéon de citoquinas proinflamatorias. La familia de las caspasas esta
constituida por 12 proteasas que se caracterizan por tener residuos de cisteina en su sitio activo. Los
precursores de las caspasas (procaspasas) son inactivos y se transforman en moléculas activas por
rotura proteolitica. Una vez activada, la caspasa induce una reaccion en cadena que lleva a la activacién
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de otras caspasas y finalmente a la muerte de la célula. Los estimulos que inician la apoptosis de la
célula pueden ser intracelulares (via intrinseca) o extracelulares (via extrinseca) (Thornberry, 1998)

El inicio de la cascada se produce en respuesta a estimulos que disparan en definitiva el proceso de la
apoptosis. Las caspasas actlan sobre enzimas encargadas de la reparacién del ADN y sobre proteinas
estructurales como las de la ldmina nuclear o la actina a las que degradan y sobre endonucleasas como
la ADNasa a las que activan.

La caspasa-3, una caspasa ejecutora, es activada por las caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10).
Participa tanto de la via intrinseca como de la via extrinseca de la muerte celular programada, y
estimula el procesamiento y activacion de la interleucina 1B (Troy, 1996).

La via intrinseca es activada por el estrés y otras sefiales como la isquemia que inducen la salida del
citocromo c de la mitocondria al citosol. Esto da lugar a la pérdida del potencial de membrana en la
mitocondria. Se activan los canales dependientes de Ca*?y algunos aminodcidos excitadores se liberan
al espacio extracelular. La acumulacién citotdxica intracelular de Ca*? inicia una serie de eventos
citoplasmaticos y nucleares, entre los que destaca esta via intrinseca de la apoptosis. Esto se debe a
que, en el citosol, el citocromo C se une a Apaf-1 lo cual recluta y activa la procaspasa-9, la cual, puede,
a su vez activar la procaspasa-3 que da lugar a caspasa-3. En la cascada disminuye tanto la cantidad de
procaspasa como se eleva la de caspasa (Dubois-Dauphin, 2001; Pfister, 2003).

La via extrinseca se activa tras la unién de un ligando (péptido de la familia del TNF) a su receptor, lo
cual activa a las caspasas iniciadoras (2, 8 y 10). Una vez activada, la caspasa-8 induce la liberacién del
complejo DISC (death-inducing signaling complex) al citoplasma e inicia la cascada de la caspasa-3 por
mecanismo directo o dependiente de mitocondrias (Broughton, 2009).

La apoptosis inducida por caspasa-3 funciona en neuronas, pero también se ha descrito en astrocitos
y microglia (Krupinski, 2000). En neuronas juega un papel central la activacion de la caspasa vy, la
caspasa-3, aparece como un efector enzimatico especialmente importante en la apoptosis neuronal
(Rossiter, 2002). En la isquemia se activa de forma temprana en la regidn peri-infarto (Kunz, 2010).

Diagndstico de muerte neuronal por hipoxia/isquemia

Las areas mas susceptibles a la hipoxia/isquemia son las &reas limitrofes del aporte vascular
(Oehmichen, 2003), como son el surco entre la primera y segunda circunvolucién frontal, el globo
palido, la region CA1 del hipocampo y la capa de células de Purkinje.

Histolégicamente se puede reconocer la cariorrexis neuronal siguiendo a Takizawa et al. (Takizawa,
2006) por la presencia de un nucleo denso oscuro o bien un nucleo contraido y fragmentado que se
tine de forma homogénea ademds de un citoplasma eosinofilico que en ocasiones puede aparecer
palido y/o inaparente.

Love et al. describen y clasifican los criterios histoldgicos de muerte celular segun evolucién temporal.
Y asi en casos de menos de 24 horas de evolucién, en las neuronas aparece tumefaccién moderada de
citoplasma, vacuolizacion del neuropilo perineuronal que poco a poco se va haciendo difusa, el perfil
de nucleo muestra una morfologia triangular y hay picnosis leve. A las 24 horas el nlcleo se muestra
oval o triangular, la cromatina se encuentra dispersa, los nucleos son anfofilicos y el nucleolo es aun
discernible. A las 48 horas las neuronas se ven en forma de vidrio esmerilado y el citoplasma toma una
coloracion eosinofilica brillante. A las 48-72 horas la cromatina se desintegra, pero el nucleo

34



Introduccion

eosinofilico aln se distingue. A las 96 horas el neuropilo se desestructura y las neuronas dejan de ser
visibles (Love, 2000).

El patrén morfolégico de muerte celular segln Northington et al. es diferente segun la etiologia de la
misma. Asi, la muerte isquémica/andxica se caracteriza por mostrar un citoplasma eosindfilo,
vacuolizacion del citoplasma, un cuerpo celular hinchado, un nudcleo condensado (picnosis) y la
cromatina condensada, en grumos. Cuando el origen es necrdtico, se observa un citoplasma hinchado
pero residual alrededor del nicleo (Northington, 2011).

Deteccion temporal

Se ha demostrado la elevacién de ARNm para caspasa-3 en el cerebro de rata 1 hora tras isquemia
focal (Asahi, 1997) y también tras reperfusidon temprana en la rata sometida a 2 horas de oclusion de
arteria cerebral media (Namura, 1998). Similares observaciones se han encontrado en humanos, con
elevacion de la caspasa-3 tras isquemia (Rami, 2003).

El marcaje mas intenso para la caspasa-3 se encontré a las 18-24 horas en el citoplasma y nucleo de
las neuronas de la zona lesionada aunque también fue detectado en las neuronas dispersas por el
parénquima cerebral adyacente a la zona infarto (Love, 2000; Dikranian, 2008). Otros autores, Cernak
et al. (Cernak, 2004), detectaron este mismo marcaje mas alla de las 24 horas.

Usando TUNEL sélo se encontré un marcaje muy ocasional frente a caspasa-3 en las primeras 24 horas.
Alos 2 dias se pueden detectar DNA fragmentado en muchas mds células, la mayoria préximas al borde
delinfarto o en el tejido adyacente inmediato. En casos en que el marcaje es mas intenso, la positividad
persiste hasta el dia 4 y después va desapareciendo (Love, 2000). No obstante, Haussmann et al., ya
observan positividad intensa a partir de 45 minutos, apareciendo el pico de mdximo marcaje a las 24
h, el cual se mantiene hasta las 22 semanas (Hausmann, 2004), pico temporal que coincide con el
sefialado por Cernak et al. quienes ya no encuentran marcaje a partir de los 7 dias (Cernak, 2004).

En el hipocampo y cortex se ha observado que el marcaje de caspasa-3 va aumentando
progresivamente desde las 3 horas postreperfusién hasta las 48 h, disminuyendo progresivamente a
partir de ese momento (Liu, 2013).

Dressler et al. detectan el marcaje positivo mas temprano a caspasa-3 a los 80 min utilizado
marcadores inmunohistoquimicos y con hibridacion in situ (TUNEL) a los 110 minutos a diferencia de
los casos control, es decir encéfalos sin traumatismo, en los que no hubo marcaje de caspasa-3 y fue
escaso con el ensayo TUNEL. Para cuantificar la expresién utilizaron el promedio de células marcadas
positivamente en 10 campos (x40) (Dressler, 2007).

La variabilidad en el tiempo de evolucién de las diferentes lesiones como acabamos de ver (Figura 5)
y, los diferentes intervalos post mortem que varian en cada caso, incrementan la dificultad en la
interpretacion de los resultados.
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Figura 5: Cascada de marcadores de dano cerebral traumatico Los biomarcadores muestran una distinta evolucion
temporal segln el proceso patobioldgico asociado. Extraido de Mondello, S. et al, 2014 (Mondello, 2014) con

permiso de la editorial John Wiley.

Fractina

La fractina es un fragmento de la subunidad beta de la actina que se produce tras la activacién de las
caspasas durante la apoptosis. El anticuerpo anti-fractina, por lo tanto, es un antisuero que reconoce
especificamente la fractina procedente degradacién proteica una vez activada la via de las caspasas
(pero no es capaz de reconocer la actina intacta). El anticuerpo marca tanto el nucleo como el
citoplasmay las porciones proximales de los procesos neuriticos que se encuentran en apoptosis, pero
no reconoce células necréticas (Yang, 1998). El marcaje nuclear reflejaria una translocacion de la
fractina del citosol al nucleo debida a cambios en la integridad de la membrana nuclear o a la
degradacion de la actina nuclear intrinseca (Rossiter, 2002). El anticuerpo identifica los axones de la
corteza cerebral y de la sustancia blanca subcortical y también algunas dendritas. Ademads, mantiene
su actividad estable en cadaveres con largos intervalos post mortem, caracteristicas que lo hacen muy

util en el campo de la patologia forense (Rossiter, 2002).

El inmnunomarcaje con fractina ha sido utilizado para probar la presencia de apoptosis en cerebros de
ratas neonatales tras una lesidn hipoxico/isquémica (Pulera, 1998).

La fractina como fragmento de la actina activada por caspasa-3, puede ser detectada en ratas
inmediatamente tras la isquemia y su expresion se eleva y permanece muy alta durante 3 a 19 h.
Después de este tiempo, desciende rapidamente hasta hacerse practicamente indetectable a las 24-
48 horas (Rossiter, 2002). Evidentemente, en humanos, esta evolucién temporal puede ser diferente.

Correlacion B-APP y caspasa

Kilbourne et al. hallaron una correlacién entre el marcaje de B-APP y Caspasa-3, en ratas que recibieron
un impacto craneal. El inmunomarcaje B-APP se detectd tanto en los axones lesionados como en el
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citoplasma neuronaly la caspasa-3 marcaba los nucleos en las mismas regiones cerebrales (destacando
el hipocampo y el cerebelo) (Kilbourne, 2009). En este estudio el sacrificio de las ratas se demoro hasta
los 7 d tras el impacto por lo que hubo bastante tiempo para la evolucidn de las lesiones y las areas
donde obtuvieron expresién de caspasa-3 fueron aquellas con predisposicién a la isquemia. Aunque
estos datos no apoyan la relacién directa y precoz entre traumatismo y apoptosis, varios autores han
encontrado apoptosis neuronal en el cerebro de las ratas a las que causaron un impacto craneal
detectando la fragmentacion del ADN mediante marcaje con TUNEL (Newcomb, 1999; Rink, 1995;
Yakovlev, 1997), lo cual indica que la apoptosis estd involucrada en la patologia de la lesién cerebral
traumatica y podria contribuir al menos en parte a la muerte celular resultante después del
traumatismo.

Repercusion forense

Cuando el paciente ha sobrevivido al traumatismo unos pocos dias o menos, la inmunohistoquimica
con suero anti- B-APP es la mejor herramienta para detectar axones dafiados, la cual serd positiva de
2 a 3 h después del golpe en la cabeza (Sherriff, 1994). Si el paciente sobrevive mas tiempo se puede
detectar una reaccién celular a la lesidn de la sustancia blanca (microglia) para lo cual es util un
marcador como CD68 y si se trata de un caso médico forense se deberia demostrar o excluir la reaccion
astrocitica mediante tinciones PERLS para hemosiderina o marcadores de proteina fibrilar glial acida
(GFAP) (Geddes, 2000).

La aparicidon de un cambio neuronal isquémico (expansién y eosinofilia del citosol acompafiadas de
cariolisis) podrian sugerir una etiologia de lesidn o infarto de la sustancia blanca hipdxico/isquémica,
pero para que este cambio histolégico aparezca es necesaria una supervivencia minima de 4-6 h en
adultos (Withwell, 2021; Geddes, 2000).

Como se ha mencionado previamente, la expresion B-APP puede aparecer en determinadas entidades
como en el dafo hipoglucémico, en la intoxicacion por monodxido de carbono o como en la esclerosis
multiple (Ferguson, 1997), en la encefalitis por VIH (Giometto, 1997) o en la malaria cerebral. Cuando
se trata de traumatismos, el principal diagndstico diferencial es la hipoxia/isquemia (focal o
generalizada) que igualmente causa dafio axonal con inmunoreactividad B-APP (Kaur, 1999), sobre
todo cuando hay un aumento de la PIC. Una vez que la presidn intracraneal se eleva, los vasos
sanguineos que penetran resultan comprimidos, llevando a la isquemia y al infarto de las areas
cerebrales por ellos perfundidas. Algunos focos de compromiso vascular en el cerebro tumefacto son
comunes en traumatismos craneales y los axones préximos a tales areas seran positivos con anti B-
APP. De hecho, la mayoria de los cerebros con lesiones cerebrales fatales estardn gravemente
edematizados (tumefactos) por lo que ambos dafios axonales, traumatico e isquémico estaran
presentes en el mismo cerebro (Withwell, 2021).

La distribucion anatdmica de las lesiones puede proporcionar indicios sobre la etiologia del dafio; bien
si es de origen traumatico o causado por una lesién isquémica/andxica. Un cerebro tumefacto o
herniado implica que al menos una parte del dafio axonal detectado tendrd un origen vascular y se
encontrara en el territorio de los vasos sanguineos colapsados por la hernia. Si, por el contrario, fuera
una lesién de origen traumatico, apareceran axones inmunoreactivos dispersos o agrupados que
involucran a un solo haz de sustancia blanca (Geddes, 2000). Si la supervivencia es mas larga no habra
dificultad para distinguir entre infarto y dafio axonal traumadtico atendiendo a los criterios
histopatoldgicos cldsicos. Pero la topografia de las lesiones no siempre va a servir de ayuda, ya que las
areas cerebrales donde existe compresion vascular terminal coinciden con los mismos lugares en los
qgue se manifiesta el dafio axonal traumatico (Shannon, 1998). En definitiva, una supervivencia larga

37



Alberto Fernandez Liste

permite el desarrollo de las reacciones celulares y la distincion entre dafio traumdtico e
hipdxico/isquémico es mas sencillo. Por el contrario, si la supervivencia es corta, puede resultar
imposible acreditar si la etiologia axonal se debe a un traumatismo o tiene otro origen, sobre todo si
el cerebro estd tumefacto. En este sentido, siguiendo a Geddes et al. la inmunopositividad B-APP en
general tiene utilidad en el dmbito forense para acreditar una supervivencia de al menos 2-3 h después
de la lesién. De igual manera, la expresién de B-APP es un indicador de una circulaciéon intacta durante
el proceso de lesién axonal lo que implica vitalidad de la lesion, es decir, que el sujeto estaba vivo en
el momento de la produccidn de las lesiones (Oehmichen, 1998).

Como se ha mencionado previamente, casi la mitad de los pacientes con traumatismo craneal cerrado
letal y con disfuncidn cerebral severa, no tienen ninguna evidencia clinica de lesién intracraneal. En el
examen de rutina en la autopsia, el cerebro puede mostrar un aspecto de normalidad y puede ser muy
dificil definir el DAl a menos que se realice un estudio histopatolégico meticuloso (Kalimo, 2004).

Un alto porcentaje de pacientes que sufre una lesidn craneal de moderada a grave presenta de forma
acompafiante lesiones en otros drganos, con alteraciones hemodinamicas y episodios hipotensivos o
hipertensivos ocasionalmente prolongados, que llevan a hipoxia o isquemia encefalica. Estas
circunstancias dificultan la discriminacidn entre una etiologia traumatica o hipdxico/isquémica. Estas
situaciones clinicas de isquemia surgidas tras lesién de DAI alterarian a las mitocondrias y a la
permeabilidad de la membrana nuclear, lo que induciria la activacion de factores pro-apoptdticos y
subsidiariamente la reaccidn en cadena de las caspasas (Krajewski, 1999).

La trascendencia del DAl en el ambito de la medicina legal y forense estd en el posible origen violento
del mismo. Cuando aparece un caddver en el que desconocemos las circunstancias de la muerte y hay
ausencia de lesiones externas, o estas son leves, {CoOmo saber que efectivamente estamos ante un
caso de DAI? Disponemos de técnicas de IHQ fiables, al alcance de la mayoria de los institutos de
medicina legal. Pero una vez que hemos demostrado inmunopositividad para DAI, ¢Cdmo podemos
acreditar el origen de esas lesiones, si como hemos visto diferentes circunstancias (diferentes
etiologias medico legales) pueden ocasionar cuadros inmunohistoquimicos e histolégicos
tremendamente parecidos? ¢Es el DAl detectado de origen puramente traumatico? Algunos autores
han hecho un esfuerzo revisando y resumiendo los mecanismos de lesién que ocurren después de una
isquemia y de un trauma sin llegar a conclusiones aplicables a la practica diaria del médico forense
(Bramlett, 2004).

Como el dafio axonal difuso, definido por primera vez como un sindrome clinico patolégico en el que
se produce un dafio axonal traumatico generalizado en el encéfalo, con implicaciones forenses
evidentes, también puede ser causado por otros procesos patoldgicos, en este estudio nos planteamos
los siguientes objetivos.
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Justificacion y objetivos

Justificacion

Hoy dia se sabe que TCE cerrados e incluso traumatismos craneales con pocas lesiones superficiales
pueden causar DAl y muerte de la persona. Es posible detectar el dafio axonal producido por un
traumatismo con supervivencias muy cortas como 2-3 h utilizando marcadores inmunohistoquimicos.
Sin embargo, la positividad de estos marcadores de DAl solo indica una interrupcion del transporte
axonal anterdgrado rdpido lo cual es independiente de la etiologia de la lesion. Desde el punto de vista
forense es importante excluir otras causas de patologia de la sustancia blanca que ocasionan y que
producen un DAI patoldgico dificil de diferenciar del traumatico. Entre estas causas se encuentran
episodios previos de hipoxia, encefalitis virales, infarto cerebral isquémico/hemorragico, incremento
de la presion intracraneal de cualquier tipo, herniacidn cerebral y muchas mas. Las dificultades son
particularmente importantes para acreditar dafio traumatico en casos de supervivencia corta en los
que, de forma prdactica, el médico forense solo dispone de métodos diagndsticos basados en la IHQ.

Acreditar o excluir un dafio traumadtico como causa de la muerte de una persona tiene una importancia
trascendental desde el punto de vista médico legal, lo cual es obvio para todos. Este proyecto de
investigacion pretende avanzar en la busqueda de criterios utiles que faciliten un diagndstico mas
preciso sobre el origen del DAI.

Objetivos
General:

Profundizar en la etiopatogenia del DAI para lograr discriminar entre el dafio axonal de origen
traumatico y no traumatico.

Especificos:

-Desarrollar modelos murinos de lesidon traumdtica y de lesién isquémica en ratas. Para su
demostracién se utilizaran técnicas inmunohistoquimicas en modelos experimentales murinos a los
gue se provocara un DAl similar al que aparece en patologia humana.

-Realizar modificaciones al método original de Marmarou y Foda con objeto de disminuir la mortalidad
de las ratas tras el impacto e incrementar el porcentaje de DAI secundario al traumatismo.

-Investigar la influencia de la presencia o ausencia del edema/tumefaccion cerebral en la evolucion del
DAI.

-Estudiar el paralelismo entre los resultados experimentales y casos de DAl humanos investigados en
el Instituto de Medicina Legal y se analizara la repercusion de los hallazgos en la practica forense.
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MATERIAL Y METODOS

(Incluye contenido del articulo publicado con DOI: 10.1111/1556-4029.15276)

Experimentos con ratas

El proyecto metodoldgico empleado en esta tesis ha sido evaluado y ha recibido la aprobacién del
Comité de Etica de la Fundacién Rof Codina, Lugo, Galicia, Espafia (Ref: 03/16/LU-002). Para su
realizacion se ha contado con la colaboracién de un cirujano veterinario de la propia Fundacién.

Utilizamos un total de 40 ratas macho Sprague-Dawley con un peso de 250-300 g. Los animales fueron
asignados a dos grupos aleatoriamente, segin el método: traumatico o isquémico. Las ratas dentro de
cada grupo fueron asignadas nuevamente, de forma aleatoria, en dos subgrupos: los que recibieron
una trepanacién craneal descompresiva y los que no la recibieron. De esa forma, cada subgrupo estaba
formado por 9 casos y 1 control. Las ratas se anestesiaron en una camara de induccién con isoflurano
al 5%. Tras la pérdida de conciencia, la rata era sacada de la cdmara de induccion y recibia el mismo
gas anestésico a través de una mascarilla colocada en el hocico que permitié el mantenimiento de la
anestesia durante la colocacidn del casco y durante el impacto traumatico.

A continuacidn, el procedimiento fue diferente en cada grupo segun el grupo:

Método traumatico

El impacto traumatico a las ratas fue realizado siguiendo el modelo de Marmarou (Marmarou, 1994;
Foda, 1994) de aceleracién por impacto. Al iniciar el procedimiento tuvimos problemas con el método
por lo que realizamos una valoracion de cada elemento del método, hicimos una revision y algunas
modificaciones. En la revision del método usamos 20 ratas para el método original de Marmarou y
Foda y 35 ratas para el método experimental modificado.

Una vez anestesiada la rata, se efectudé una incision longitudinal en el vértex para colocar la pieza
circular de acero inoxidable (denominado disco o casco) a modo de proteccion craneal frente a
fracturas y a la vez facilitadora de la dispersion de la energia por el craneo en lugar de centrarse esta
en el punto de impacto. Se utilizé pegamento tisular para adherir el disco directamente sobre el
periostio craneal entre las suturas lambda y bregma. Para recibir el impacto la rata se colocé sobre un
bloque de espuma mientras continuaba respirando el anestésico a través de la mascarilla, la cual se
retir6 brevemente durante el impacto y se volvid a colocar de nuevo, permaneciendo sin recibir
anestesia unos 3 segundos. A continuacidn, el animal se colocd en la mesa del quiréfano, se practicé
una intubaciéon endotraqueal y se conectd a un ventilador mecanico para pequefios animales
(Naarcobit. KN-472; Natsume Seisakusho Co., Ltd. Japan) ajustado a una frecuencia respiratoria de 50
inspiraciones/minuto, 5 cc de volumen de gas, regulando el caudalimetro a 2 | de oxigeno/minuto y se
monitorizo el ritmo cardiaco. De esta manera, se mantuvo al animal ventilado durante 60 minutos o
hasta que la recuperacion de la respiraciéon espontanea.
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Las ratas control recibieron el mismo tratamiento descrito excepto que no recibian el impacto en Ia
cabeza.

Columna

Siguiendo el modelo original de Marmarou y Foda se utilizé una columna vertical de metacrilato de 2
m de altura, con unos didmetros externo/interno de 25y 21 mm respectivamente. Por el interior de la
columna se dejd caer un cilindro de acero inoxidable de 20 mm de didmetro y 37,2 cm de longitud, con
un peso de 450 gramos. De esta forma, el peso golpeaba directamente sobre la cabeza de la rata. La
Unica aceleracidn era debida a la gravedad. Era necesario provocar un Unico traumatismo. Para
asegurar un solo impacto del cilindro y evitar su retroceso, se intentd tirar de una cuerda de freno
(cordén de seda) unida a la superficie superior del cilindro de acero, inmediatamente después del
impacto. Tirar del corddn justo después del impacto en décimas de segundo requeria mucha precisién
y gran coordinacién visomotriz por lo que en algunos casos no se pudo evitar el doble impacto, algo
no deseado puesto que las lesiones fueron mas graves y mas dificiles de estandarizar. Resulté mas facil
y eficaz empujar la columna lejos de la cabeza inmediatamente después del primer impacto, evitando
asi un segundo impacto en la rata.

Disco protector

Se iniciaron los experimentos traumaticos, como se ha mencionado siguiendo el método original de
Marmarou y Foda y se utilizdé un disco metdlico con unas dimensiones de 10 mm de ancho y 3 mm de
espesor el cual fue pegado directamente al craneo después de retirar el cuero cabelludo y el periostio
(Figura 6A). Posteriormente, con intencién de reducir el dafio focal craneal, se realizé una modificacidn
del disco que consistié en incrementar la anchura de este hasta los 20 mm, conservando el mismo
grosor (versién Marmarou modificada).

Espuma

Durante el impacto, las ratas tratadas siguiendo el modelo original de Marmarou se colocaron sobre
el colchén de espuma descrito en el articulo original (cama tipo E, Foam to Size Inc). En el método
modificado se utilizd una cama de espuma de poliuretano termoestable (densidad 30 Kg/m3,
consistencia intermedia), de 12 cm de espesor, buscando mayor elasticidad que la utilizada en el
método original (Lirén Sleeping Technology comprada en Lourin Descanso, SL, Teo, A Coruiia). Para
minimizar las lesiones de la articulacién atlantoccipital, la cama de espuma era 1,5 cm mas delgada
desde la zona situada debajo del cuello y tronco, como en el modelo original. Ademas, se desbasté la
espuma para crear un hueco en la superficie para asegurar el tronco de la rata, limitar el
desplazamiento lateral y evitar que el animal saliera despedido por el impacto algo que ocurrié en
ocasiones de forma imprevisible. La cabeza estuvo apoyada sobre la superficie no recortada de modo
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que la columna cervical permanecié perfectamente alineada con el cuerpo (Figura 6B). Esto permitio
el libre movimiento de la cabeza en la direccidn de la caida del peso.

Figura 6: (A) Una vez anestesiada la rata, se realizo una incision medial en el cuero cabelludo y se pegd al crdneo
un disco metdlico de 20 x 3 mm entre las suturas coronal y lambdoidea con adhesivo quirurgico. (B) Durante el
impacto, la cabeza de la rata queda un poco mds alta que el cuerpo. En este momento, el plano del disco tiene
una posicion paralela con relacion al del peso que cae. El didmetro interno del tubo de plexiglds tiene una
anchura préxima a la del disco. (Figura de elaboracion propia)

Método isquémico

Para ocasionar isquemia cerebral en las ratas empleamos el método de oclusién de cuatro vasos
empleado por Pulsinelli (Pulsinelli, 1979; Pulsinelli 1988). De forma resumida, se practicd una incision
en la linea media dorsal del cuello y se disecaron los musculos cervicales hasta alcanzar la unidn
atlantoccipital. Se identificaron los fordmenes alares por los que pasan las arterias vertebrales. Se
introdujeron por ambos fordmenes un microelectrodo monopolar y se activo la corriente. Con ello se
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logré electrocoagular la arteria produciendo una oclusiéon de forma permanente. La contraccién
muscular ocasionada por el estimulo eléctrico era minima. Posteriormente, se suturé la incision inicial
por planos y se abordé el plano ventral del cuello donde se realizé también una incisién en la linea
media. Se aislaron las arterias cardtidas de los planos tisulares adyacentes y se clamparon con una
pinza hemostatica atraumatica que ocluia totalmente la circulacién de la sangre durante 30 min. A
continuacion, se retird la pinza y se suturé la incision manteniendo la ventilacidn con oxigeno durante
otros 3 minutos lo que aseguraba la eliminacion del gas anestésico. Tras la retirada de la ventilacion se
esperd a que el animal recuperara la conciencia tras anestesia y se levantara por si mismo antes de
devolverlo a su jaula.

La rata estuvo permanentemente monitorizada con ECG desde el momento de la induccién de la
anestesia hasta la recuperacién total.

El método isquémico se aplicd a 18 ratas. Dos ratas utilizadas como controles fueron anestesiadas, se
les realizaron los abordajes, pero no se les provoco la isquemia.

Craniectomia descompresiva

Una vez terminada la aplicacién de la técnica traumadtica o isquémica segln corresponda, las ratas,
como se ha mencionado, fueron a su vez separadas de forma aleatoria en dos grupos.

En el caso de las ratas con traumatismo, a un subgrupo se les retird el casco protector, se suturé la
piel, se retird la anestesia y se devolvieron a la jaula. Y al otro subgrupo, después de retirar el casco
protector, recibieron una craniectomia descompresiva.

En el caso de las ratas asignadas al tratamiento isquémico, a un subgrupo después del clampaje de las
arterias cardtidas durante 30 min se les practicd la trepanacién craneal. Y el otro grupo no recibié la
trepanacion.

Para la trepanacidn se utilizo el método de Levasseur modificado (Levasseur, 1975).

Siguiendo este método, y después de retirar el periostio de la calota, con un micromotor quirdrgico
montado con una fresa metalica redonda se perford suavemente ambos huesos parietales del craneo
manteniendo una irrigacién continua de suero fisioldgico sobre la zona. Los trépanos consistieron en
dos ventanas ovales, una en cada hemisferio, respetando sin perforar la linea media de la bdéveda
craneal y asi no alterar el flujo venoso del seno longitudinal superior (Fig. 7). A continuacion, se disecé
la duramadre retirando un fragmento ovalado siguiendo los bordes del trépano dseo. Después se
suturd la piel, se suspendié la administracion de gases anestésicos y, una vez recuperado el animal, se
devolvié a su jaula.

44



Material y métodos

Figura 7: Crdneo trepanado con micromotor en una rata anestesiada. Se realizaron dos perforaciones ovaladas
en ambos huesos parietales. Se respetd, sin perforar la linea media (sutura parietal), para no causar artefactos
en el seno longitudinal superior que se encuentra justo debajo. (Figura de elaboracién propia)

Sacrificio y fijacion de los érganos

Una vez concluidos los experimentos, se suturd el cuero cabelludo y las ratas supervivientes se
mantuvieron con su habitual ciclo de luz-oscuridad de 12 horas alternantes y con acceso libre a comida
y bebida. Transcurridas 24 horas las ratas se sacrificaron.

Para el sacrificio, las ratas fueron nuevamente anestesiadas con isoflurano en una cdmara de induccién
manteniendo la anestesia con mascarilla. Se realizé una incision medial de térax y abdomen, se inyectd
0,1 ml de heparina al 5% mediante puncidn en ventriculo izquierdo, y a continuacion se introdujo una
aguja en la aorta ascendente por la que perfundio suero fisioldgico durante unos minutos hasta que la
sangre que retornaba a la auricula derecha, que previamente se habia seccionado, se tornaba casi
transparente. En ese momento se introdujo por la misma aguja de puncién formaldehido al 4% durante
20 minutos para causar la fijacion de todos los tejidos, lo cual era evidente por incrementar la dureza
al tacto (Fig 8). Después del sacrificio, con unas tijeras finas se realizd una craniectomia estandar y la
seccion de las [dminas de las primeras vértebras cervicales para la remocion del encéfalo y tronco
encefalico en bloque. Estos drganos se sumergieron en formol durante 24 horas, y después en alcohol
etilico de 70° hasta el momento del procesado histopatoldgico.

Se realizd necropsia a las ratas que habian muerto durante la primera hora posterior al impacto para
determinar la causa de la muerte.
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Figura 8: Sacrificio y fijacion mediante perfusion de los érganos de las ratas con formol. La aorta ascendente de
la rata anestesiada es puncionada a través del ventriculo izquierdo para perfundir formol. En las cavidades
pleurales se observa el suero procedente de la auricula derecha seccionada dos minutos antes. (Figura de
elaboracion propia)

Controles

En cada uno de los cuatro grupos creados se asigné 1 rata como control, de forma que al final tenemos
2 controles de método traumatico, 2 controles de método isquémico y 2 controles de trepanacidn
craneal, en las que se realizé exactamente el mismo proceso, pero sin traumatismo en el método
traumatico y sin ocasionar oclusidn ni electrocauterizacion de los vasos sanguineos en el método
isquémico.

Tallado del encéfalo de la rata

Una vez fijados, empleamos una matriz para cerebros de ratas (Fig 9A) y cuchillas de corte “Valet” (Fig
9B).

Figura 9: (A) Matriz para cerebros de
rata. (B) Cuchillas “Valet” para la
realizacion de los cortes encefalicos.
(Figura de elaboracioén propia)
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Los encéfalos recibieron 3 cortes coronales de 5 mm de espesor, con lo que se obtuvieron 4 divisiones
o secciones nombrados de A-D, (Figura 10):

- Seccidn A: Bloque de tejido situado entre los bulbos olfatorios y los pedunculos cerebrales.

- Seccion B: Bloque de tejido situado entre los pedunculos cerebrales y la protuberancia en su tercio
medio.

- Seccién C: Bloque de tejido situado entre el tercio medio de la protuberancia hasta la médula espinal.
- Seccion D: Representado por los polos frontales anteriores a la seccidn Ay bulbos olfatorios

Tras observar que las lesiones y la inmunoexpresiéon de las proteinas de interés aparecian
mayoritariamente en los tejidos de la seccién A (region supratentorial) y en la protuberancia de la
seccion C (regidén infratentorial) se eligieron estas zonas para focalizar nuestro estudio.

Parietal cortex

ntal cortex =
ce)fp”

\ Caudate
Putamen

) Cerebellum

Olfactory bulb

Section D Section A Section B Section C

Figura 10. Esquema del cerebro de la rata desde el lado izquierdo en el que se muestran los tres cortes coronales
(lineas rojas) realizados, resultando 4 secciones. Las secciones Ay C mostraron la mdxima expresion con el B-
APP, por lo que fueron los escogidos para la cuantificacién del DAI. (Figura de elaboracién propia)

Las muestras fueron incluidas posteriormente en parafina. Se realizaron cortes de 4 um de espesor
que fueron montados en portaobjetos de microscopio FLEX IHC (Dako-Agilent, Carpinteria, CA). Se
efectuaron tres cortes de cada bloque, uno de ellos se destiné a tincidn con hematoxilina-eosina y los
otros dos para la realizacién de la técnica inmunohistoquimica. Tras desparafinacion y recuperacién
antigénica (durante 20 minutos a 972C en EnVision FLEX solucion Target Retrieval a pH elevado), se
marcaron con anticuerpos para demostrar B-APP y fractina.

La inmunohistoquimica fue realizada de forma automadtica usando un AutostainerLink 48
inmunostainer (Dako-Agilent). Brevemente, las muestras fueron incubadas siguiendo los siguientes
pasos:
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1)

2)

3)

5)

Incubacién de las secciones a temperatura ambiente con el anticuerpo policlonal anti B-
amiloide de conejo (Invitrogen Cat# 51-2700, Waltham, MA) a una concentracién de 1:100
durante 20 min o con el anticuerpo policlonal anti fractina de conejo (Millipore Cat# AB3150,

Temecula, CA) a una concentracion de 1:1000 durante 20 minutos.
Bloqueante de peroxidasa 10 minutos.

Incubacién en EnVision Dual Link system-HRP (polimero de dextrano conjugado con
peroxidasa de rabano picante e inmunoglobulinas de cabra anti-conejo y anti-ratdn) durante

20 min.

Deteccién del complejo antigeno-anticuerpo  utilizando  3,3’-diaminobencidina-

tetrahidrocloruro-dihidrato (DAB) durante 10 min.

Tincidon de contraste con hematoxilina EnVision FLEX durante 9 min.

Entre las distintas etapas se lava con tampdn fosfato salino (PBS, pH 7.2) y después del paso 4 con agua

destilada. Los cristales fueron estudiados al microscopio dptico y para cuantificar el marcaje
inmunohistoquimico se utilizé el método de Johnson (Johnson, 2011) explicado en el apartado llamado
“andlisis de IHQ".

Andlisis inmunohistoquimico

Para cuantificar el marcaje inmunohistoquimico se utilizé el sistema propuesto por Johnson en el afo

2011 (Johnson, 2011) con una modificacién como se comenta mas adelante. Dicho sistema realiza un

primer nivel de clasificacion (negativo, focal y multifocal):
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Negativo: ausencia de marcaje
Focal: Marcaje solamente en un area de la muestra

Multifocal: Marcaje en mas de un drea de la muestra, separadas al menos por un campo de
200x (en el articulo original el campo de separacidn se hacia a 100x)

Dentro de cada una de estas categorias se establecen tres niveles de clasificacion (leve,
moderado y severo):

Leve: 1-3 axones marcados por campo de 400x
Moderado: 3-10 axones por campo de 400x

Severo: Mas de 10 axones marcados por campo de 400x
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Combinando estos dos niveles de evaluacién y asignando a cada combinacién un nimero de menor a
mayor expresién, obtuvimos un valor numérico de cada caso, lo que facilita las comparaciones.

Las valoraciones creadas en funcién del resultado fueron las siguientes:
-Negativo (NEG): O puntos
-Focal leve (FL): 1 punto
-Focal moderado (FM): 2 puntos
-Focal severo (FS): 3 puntos
-Difuso leve (DL): 4 puntos
-Difuso moderado (DM): 5 puntos
-Difuso severo (DS): 6 puntos

Esto nos permitié comparar cada uno de los cortes entre si. Como de cada encéfalo hemos utilizado
dos cortes para nuestra investigacidon, uno de la seccién A (supratentorial) y otro de la secciéon C
(infratentorial) hemos tomado la numeracidon mas elevada para la conclusion final de ese caso. Asi
mismo dos resultados focales sumaron entre si un resultado multifocal. A modo de ejemplo, si un corte
fue DLy el otro de la misma rata fue DM, la conclusién del caso fue DM. Y si un corte fue FLy el otro
fue FM, el caso se concluyé como DM.

Encéfalos humanos

Los casos seleccionados para este estudio fueron investigados en el Instituto de Medicina Legal de
Galicia (Imelga) durante los afios 2014-2021. Este estudio se presentd como un proyecto que recibié
la aprobacién del Comité de Etica de Investigacion de Santiago-Lugo, de la Conselleria de Sanidade,
Xunta de Galicia (Ref: 2014/217).

Se seleccionaron victimas adultas con un mecanismo lesional compatible con DAI, con o sin TCE, con
una supervivencia minima de 4 horas. Los casos con TCE se asignaron al grupo denominado grupo
“traumatismo”. Por otra parte, se seleccionaron casos de individuos adultos con lesién encefdlica cuyas
lesiones tuvieron un origen isquémico sin ningun tipo de participacidon traumatica. Estos casos se
catalogaron como el grupo “isquemia”.

En los casos seleccionados de ambos grupos, traumatismo e isquemia, las autopsias médico-legales se
realizaron durante las primeras 24 h tras el fallecimiento. Los casos recogidos tienen las siguientes
caracteristicas recogidas en la tabla 2:
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Tabla 2: Casos humanos provenientes de autopsias médico-legales

Lesidn Edad | Evento Superviv. Causa muerte

Traumatica 54 | Precipitacion 4h 45 min Trauma vasos sanguineos abdomen
Traumatica 27 | Trafico 9h Fractura basilar compleja-Contusion cerebral
Traumatica 74 | Atropello 6d 12 h Shock traumatico

Isquémica 47 | Ahorcadura 48 h Encefalopatia andxica

Isquémica 39 | Crisis asmatica |22 h Encefalopatia andxica

Isquémica 45 | Ahorcadura 14d Encefalopatia andxica

Durante la autopsia y antes de extraer el encéfalo, se siguieron las recomendaciones propuestas por
Kalimo et al. {{73 Kalimo,H. 2004;}}, que se focalizaron en una detallada inspeccién externa y una
manipulacion adecuada del tejido nervioso para documentar informacién relevante: hematomas
intracraneales extradurales/intradurales, hemorragia subaracnoidea, contusion cerebral, edema focal,
herniaciones, deformidad anatdémica, cirugia previa, lesiones patoldgicas, anomalias congénitas y
otras. A continuacidn, se retiré el encéfalo, y se sumergié en formaldehido al 4% durante 3 semanas
para su fijacién.

Tallado del encéfalo

El tronco del encéfalo y el cerebelo fueron separados de los hemisferios cerebrales mediante una
seccion a nivel del mesencéfalo. El tronco del encéfalo lo aislamos del cerebelo mediante seccion de
los pedunculos cerebelosos y después fue seccionado en sentido axial a intervalos de 5 mm. Los
hemisferios cerebelosos fueron cortados por la linea media y luego seccionados sagitalmente a
intervalos de 1 cm a lo largo de cada hemisferio. Los hemisferios cerebrales se seccionaron mediante
cortes coronales comenzando en los cuerpos mamilares y seguido de cortes a intervalos de 1 cm todo
a lo largo de los hemisferios.

Muestreo

Se tallaron bloques de las siguientes regiones para el examen histopatoldgico:
-Sustancia blanca parasagital del I6bulo frontal

-Rodilla del cuerpo calloso

-Cuerpo del cuerpo calloso

-Ganglios basales

-Talamo
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-Talamo con la extremidad posterior de cdpsula interna
-Talamo con el cuerpo mamilar

-Lébulo parietal con la sustancia blanca profunda
-Rodete del cuerpo calloso

-Cerebelo con el pedunculo cerebeloso medio

-Lébulo temporal con el hipocampo

-Mesencéfalo

-Puente con el pedunculo cerebeloso superior

-Bulbo cerebral

-Médula espinal

-Cualquier otra regién con lesién traumatica que pudiera ser relevante para el caso

Tras varias pruebas se escogieron para su procesamiento:
-Talamo con la extremidad posterior de cdpsula interna
-Cerebelo con el pedunculo cerebeloso medio

-Lébulo temporal con el hipocampo

-Puente con el pedinculo cerebeloso superior

Tras la inclusién en parafina se realizaron cortes de 4 um de espesor que fueron montados en
portaobjetos de microscopio FLEX IHC (Dako-Agilent, Carpinteria, CA). Se realizaron dos cortes a cada
bloque, uno para tincidon con hematoxilina-eosina y otro para técnicas de inmunohistoquimica. En este
ultimo corte, tras desparafinacion y recuperacion antigénica (durante 20 minutos a 972C en EnVision
FLEX solucion Target Retrieval a pH elevado), el procesado fue realizado de forma automatica usando
el AutostainerLink 48 inmunostainer (Dako-Agilent). Brevemente, las muestras fueron incubadas

siguiendo cuatro pasos:

1) Incubacién de las secciones a temperatura ambiente con anticuerpo policlonal de conejo

contra -amiloide (Invitrogen Cat# 51-2700, Waltham, MA) a una dilucién de 1:100 durante 20
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minutos o con anticuerpo policlonal de conejo anti-Fractina (Millipore Cat# AB3150, Temecula,

CA) a una dilucién de 1:1000 durante 20 minutos.
2) Bloqueante de la peroxidasa 10 minutos.

3) Incubacién en EnVision Dual Link system-HRP (polimero de dextrano conjugado con
peroxidasa de rabano picante e inmunoglobulinas de cabra anti-conejo y anti-ratén) durante

20 min.

4) Deteccion del complejo antigeno-anticuerpo utilizando  3,3’-diaminobencidina-

tetrahidrocloruro-dihidrato (DAB) durante 10 min.

5) Tincién de contraste con hematoxilina EnVision FLEX durante 9 min

Entre los distintos pasos las secciones se lavan con PBS y después de la DAB con agua destilada. Las
secciones histoldgicas fueron examinadas con el microscopio dptico y el marcaje inmunohistoquimico
fue cuantificado segun el método de Johnson (Johnson, 2011) idéntico al usado en los cerebros de rata
mencionado mas arriba, con la salvedad de que, en los casos multifocales, con mas de un area marcada
en la muestra, éstas deben estar separadas al menos por un campo de 100x (al igual que en el articulo
original).

Para describir los resultados de los diferentes grupos con los distintos marcadores
inmunohistoquimicos se utilizaron frecuencias absolutas (y porcentajes). Para comparar entre
marcadores en diferentes situaciones se ha utilizado la prueba de Chi-cuadrado. En las
representaciones graficas hemos utilizado diagramas de cajas. Para el andlisis de los datos hemos
utilizado el programa estadistico SPSS para Windows, version 22.
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Resultados

Resultados
(Incluye contenido del articulo publicado con DOI: 10.1111/1556-4029.15276)

Modificacion del método de Marmarou

En el modelo Marmarou modificado, empleando el mismo tubo de plexiglds y el mismo cilindro, pero
con un disco protector de 20 mm de ancho, una cama de espuma mas eldstica y modificando la
posicidon de rata, la tasa de supervivencia a las 24 h subié al 80% (28 de 35 ratas) (P = 0,02). Esto fue
significativamente mayor que la tasa de supervivencia del 50 % utilizando el modelo original de
Marmarou.

En el modelo modificado se encontraron contusiones cerebrales corticales en 4 de las 35 ratas (2 de
las cuales mostraron fractura craneal), por lo que el 11,4% de las ratas presentaron lesion local fatal.
Las lesiones cervicales superiores letales aparecieron en 3 de los 35 casos (8,5%). Cabe destacar que
24 de las 28 ratas supervivientes (85,7%) mostraron DAI; un porcentaje significativamente mayor que
el 20% obtenido utilizando el modelo original de Marmarou (P<0,001) (Tabla 2).

Se identificaron dafios menos graves generalmente asociados con DAI, que incluian hemorragia
subaracnoidea difusa, pequefias contusiones corticales y congestién vascular generalizada, con una
frecuencia similar utilizando ambos modelos (72,2% con el modelo original de Marmarou versus 73,3%
con nuestro modelo modificado) (Figura 11)

La necropsia de las ratas reveld que las causas de muerte antes de las 24 horas fueron muy similares
en ambos modelos, sin embargo, las frecuencias fueron diferentes. La mayoria se debieron a lesién
dsea y vascular en la unién atlanto occipital asociada a dano directo al tronco encefdlico. Otras se
debieron a contusiones cerebrales debajo de fracturas hundidas de craneo.

Asi, en la replicacidn del modelo original de Marmarou, 3 ratas mostraron algunas lesiones letales no
intencionadas, como contusidn cerebral cortical, y 4 ratas presentaron fracturas de craneo hundidas
con hemorragia intraparenquimatosa (Figura 11). Estas lesiones focales (clasificadas como “lesion
local” en la tabla 2) aparecieron en el 35% de los casos. Otras lesiones no deseadas y letales en la
articulacion atlanto occipital, como dislocacién y/o sangrado, aparecieron en 3 ratas (15%). Sin
embargo, el hallazgo mas preocupante fue que sélo 2 (20%) de las ratas supervivientes presentaron
DAI (Tabla 3).

Tabla 3: Resultados obtenidos de los experimentos en nuestro laboratorio. El 80% de las ratas sobrevivio 24 h
en el modelo de Marmarou modificado (columna derecha) en comparacion con el 50% en el modelo original
(columna izquierda).

N° Casos con el modelo original
de Marmarou

N° Casos con el modelo de
Marmarou modificado

NUumero de ratas

20

35

Supervivencia a las 24 h

10720 (50 %)

28735 (80%)

Casos en los que se demostro DAI
(en las ratas que sobrevivieron)

2/10 (20%)

24/28 (85.7%)

Lesion local letal cerebral

7720 (35%)

4735 (11.4%)

Lesion letal atlanto occipital

3/20 (15%)

3/35 (8.5%)
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Figura 11: Aspecto macroscopico del cerebro de la rata tras el impacto. A, B y C pertenecen a la misma rata en
el grupo del método original de Marmarou. La rata no recuperd la respiracion espontanea 1 h después del impacto
y muri6. Al animal, que no se ha perfundido con formaldehido, tras la muerte se realizé una necropsia estandar.
(A) En la imagen se observa una fractura de craneo frontal deprimida (flecha delgada) y lesion cervical (flecha
gruesa). (B) Vista superior del cerebro que muestra contusion frontal (dafo local) (flecha delgada), hemorragia
del tronco encefalico (flecha gruesa) y hemorragia subaracnoidea difusa. (C) La vista ventral del cerebro muestra
una hemorragia subaracnoidea mas intensa debajo del hipotalamo, pedunculos cerebrales y hemorragia subdural
en la protuberancia y signos de la médula que indican una lesion grave del tronco encefalico. D, E y F muestran
cerebros de tres ratas en el grupo del método Marmarou modificado. Las ratas sobrevivieron 24 h, fueron
anestesiadas y perfundidas con formaldehido y luego sacrificadas. Los cerebros muestran congestion vascular
grave (D), hemorragia subaracnoidea difusa (E) y lesion leve de la médula espinal superior (E y F). Las tres ratas
mostraron lesion axonal difusa. (Figura de elaboracién propia)

Utilizando el modelo de Marmarou modificado, la mayoria de los cerebros de las ratas (79,16%)
mostraron inmunotincion multifocal (difusa) para B-APP. Cinco casos (20,83%) presentaron positividad
para B-APP en el punto focal de impacto o en la corteza cerebral basal (lesiones por contragolpe). En
cuanto a la intensidad de expresidn, la mayoria de los cerebros mostraron positividad severa (18 de 24
ratas), en menor medida moderada (5 de 24) y solo un caso se considero leve (Tabla 4). Las dos Unicas
ratas en el grupo del modelo original de Marmarou que presentaron DAl mostraron una positividad
severa para B-APP multifocal. Las caracteristicas de DAI fueron similares en ambos grupos de estudio.
Lamentablemente la comparacién estadistica no fue posible debido al nimero limitado de casos de
DAl en el grupo modelo original de Marmarou.
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Tabla 4. Expresion semicuantitativa de 8-amiloide tras 24 horas de supervivencia en ratas con el modelo de

Marmarou modificado.
Distribucion Resultado + (%) Intensidad Resultado (%)
Focal 5 (20.83%) Leve 1 (4.16%)
Moderado 0 (0%)
Severo 4 (16.66%)
Multi-focal 19 (79.16%) Leve 0 (0%)
Moderado 5 (20.83%)
Severo 14 (58.33%)

La inmunorreactividad para B-APP se detectd principalmente en la corteza cerebral dorsal (parietal) y
el cuerpo calloso muy cerca del lugar del impacto, pero también en lugares mas alejados como la
corteza basal, el nicleo caudado, el putamen y la protuberancia (habitualmente la regién rostral). Este
patrdn de distribucidn fue similar en ambos grupos de modelos (Figura 12).
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Figura 12: Tincion inmunohistoquimica con anticuerpos anti-precursor del B-amiloide (B-APP) en secciones de
cerebro de ratas 24 horas después de un impacto craneal severo siguiendo el modelo de Marmarou (A-B), y con
el modelo modificado (C-D). El marcaje inmunohistoquimico fue similar en ambos grupos. La B-APP se acumula
positivamente en las neuronas después de un impacto severo en la corteza dorsal (A, C). Se identifico dafio axonal
en el cuerpo calloso mediante el anticuerpo anti B-APP con forma de bulbos y en algunas fibras (B, D). CD:
corteza dorsal; CC: Cuerpo Calloso; SO: hipocampo del estrato Oriens; CA1: Campo CA1 Capa piramidal de la asta
de Amon. Todas las imagenes se obtuvieron a 100 X. (Figura de elaboracion propia)
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Protocolo experimental

Con el protocolo experimental utilizado hemos obtenido una tasa de supervivencia a las 24 h del 80%.
O lo que es lo mismo, una mortalidad del 20%. Eso significa que la mortalidad disminuye un 30%
respecto del modelo original. Con las modificaciones realizadas se producen igualmente lesiones
graves, encontrando DAl en un 85,7% de las ratas supervivientes. Este porcentaje es significativamente
mayor (p<0,001) del obtenido utilizando el modelo original de Marmarou (20%). Se identificaron,
ademas, en nuestro modelo, dafios menos graves que en el modelo original, generalmente asociados
con DA, incluida hemorragia subaracnoidea difusa, pequefias contusiones corticales y congestién
vascular generalizada.

La necropsia reveld que las causas de muerte antes de las 24 horas fueron muy similares en ambos
modelos (el original y el modificado), sin embargo, las frecuencias fueron diferentes. La mayoria de las
lesiones que aparecen se debieron a lesiones éseas y vasculares en la unidn atlanto occipital asociadas
con dafo directo al tronco del encéfalo (Fig. 13). En algunos casos se debieron a contusiones cerebrales
corticales debajo de fracturas de craneo hundidas.

Figura 13: Imagen de una rata que, tras recibir el traumatismo, se le realizd una craniectomia descompresiva
(A). La rata muri6 pesar de recibir ventilacion asistida durante 60 min. Hay una gran tumefaccion/edema que se
hernia a través de la ventana de la craniectomia (B). La necropsia mostré hemorragia bulbo medular (C) y una
fractura-luxacion atlanto-occipital (flecha) (D). (Figura de elaboracion propia)

56



Resultados

Expresidn de B-Amiloide en lesidn traumatica v en isquemia

La demostracidon inmunohistoquimica de B-APP reveld el dafio axonal en el cerebro de las ratas
lesionadas. Todas las ratas con lesién traumatica fueron positivas, es decir 9 de los 9 casos de la
muestra. De éstos, 7 casos fueron difusos (4 moderados y 3 severos) y 2 casos fueron focales severos.
En el grupo de lesién traumatica con craniectomia descompresiva, se observaron 8 positivos del total
de 9 casos, siendo todos difusos severos.

En el grupo de isquemia, 5 casos fueron negativos para - Amiloide del total de 9 casos. De los 4 casos
positivos, 2 fueron difusos (1 moderado y 1 leve) y 2 fueron focales leves. En el grupo de isquemia mas
craniectomia descompresiva, de los 9 casos, 7 fueron negativos y 2 fueron positivos difusos leves (Tabla
5).

Tabla 5: Resultados generales obtenidos con la inmunotincion B-APP en los cuatro grupos de ratas realizados en
el modelo experimental.

Marcador Ensayo Gravedad Cuenta Rata
Amiloide Isquemia DL 1
DM 1
FL 2
NEG 5
Total Isquemia 9
Isquemia Craniectomia DL 2
NEG 7
Total Isquemia
Craniectomia 9
Trauma DM 4
DS 3
FS 2
Total Trauma 9
Trauma Craniectomia DS 8
NEG 1
Total Trauma
Craniectomia 9
Total Amiloide 36

Areas con una mayor positividad para 8-APP

El 94,4% de los casos del grupo de traumatismo mostraron dafio axonal B-APP positivo, frente al 33,3%
observado en los casos del grupo con mecanismo lesional isquémico, una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,001). En las ratas craniectomizadas, considerando juntos el mecanismo traumatico y
el vascular, el 55,6% mostraron lesiones inmunopositivas, frente al 44,4% de ratas que fueron
negativas.

La inmunorreactividad para B-APP en los casos traumaticos aparecié con mayor intensidad y de forma
mas frecuente en el cuerpo calloso, el tdlamo y en las pirdmides de la protuberancia. Pero también en
otras areas como el hipocampo, los pedunculos cerebelosos, las capas V-VI de la corteza, la zona OS y
los nucleos periolivares. (Fig. 13). En los casos isquémicos, las areas mas afectadas han sido el cuerpo
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calloso y las capas V-VI de la corteza, aunque también aparecié en caudado-putamen, pirdmides y
areas adyacentes. Comparando los casos con y sin craniectomia, incluyendo el grupo traumatismo y el
grupo de isquemia, el 72,2% de las ratas sin craniectomia mostraron lesidn. En los casos que se le habia
realizado la craniectomia el porcentaje descendié al 55,6% (Tabla 6).

En los controles no se encontrd inmunopositividad para f-APP en ninguna seccion cerebral, en ninguno
de los controles (trauma, isquemia o craniectomia).
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Figura 14: Secciones de encéfalo de rata con lesiones por traumatismo con craniectomia descompresiva marcados
con B-APP. Algunos axones del cuerpo calloso (CC) muestran intensa positividad (A, objetivo 1.25x). En la corteza
cerebral se observa positividad en las neuronas piramidales de la capa V (B, objetivo 20x). Axones seccionados
transversalmente en las piramides cerebrales (P). Los axones tienen forma puntiforme debido al plano de corte.
En este caso la lesion es mas intensa en una de las piramides que en la otra (C, objetivo 4x). Bulbos de retraccion
en el hipotalamo marcado con B-APP (D, objetivo 10x). (Figura de elaboracién propia)
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Tabla 6: Porcentajes de lesion usando el B-APP como marcador para los distintos grupos experimentales

Grupo Marcador Casos con Craniectomia Casos con
IHQ lesion (%) lesion (%)
Isquemia Amiloide 33,3 Si 22,2
No 44,4
Trauma Amiloide 94,4 Si 88,9
No 100
Total Amiloide 63,9 Si 55,6
(Isquemia
+ Trauma) No 72,2

El B-APP marcé selectivamente los axones lesionados, que tomaban como formas mds habituales las
de bulbos axonales (esferoides) y axones varicosos (filamentos gruesos) (Figura 14)
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Figura 15: En las microfotografias tefiidas con B-APP se observan las imagenes caracteristicas de dafo axonal. En
esta imagen se ven dos bulbos axonales en un caso al que se le ha provocado un traumatismo sin craniectomia
en un corte longitudinal del axon por lo que aparece con forma de “cometa” (A, B, objetivo 40x). Cuando la
seccion del axén es transversal, su forma es circular (C, objetivo 20x). Varicosidades o rosarios positivos a nivel
de cuerpo calloso junto con punteado que se corresponde con secciones transversales de axones (D,20x) (Figura
de elaboracién propia)
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En los casos de afectacidn vascular isquémica, los casos positivos para B-APP son poco frecuentes. En
este grupo las dreas marcadas fueron el cuerpo calloso y ocasionalmente las pirdmides (aparece un
caso Unicamente), apareciendo positividad en areas diferentes a las de dafio traumatico como el
nucleo caudado-putamen, las capas V-VI de la corteza cerebral y los nucleos periolivares (un caso cada
uno en estos dos Ultimos). Comparando los casos con y sin craniectomia, el 44,4% de los casos sin
craniectomia mostraron lesién, frente a al 22,2% a los que si la tuvieron. Las areas involucradas en
estos casos de isquemia con craniectomia fueron las mismas que en los casos traumaticos, pero,
ademas, en el grupo de traumatismo con craniectomia, aparecié inmunomarcaje en las capas V-Vl de
la corteza, zona OS y nucleos periolivares, zonas que no se marcaban en los casos sin craniectomia y
tampoco en los casos de craniectomia con lesion isquémica. Los casos de isquemia con craniectomia
apenas tuvieron marcaje en ningun area, tan solo un caso en el cuerpo calloso y otro caso en el tdlamo.

Inmunorreactividad para fractina

Con el uso del anticuerpo frente a fractina se detectd un total de 7 casos negativos para el grupo de
trauma y 2 casos positivos (focales leves). En el grupo de traumatismo con craniectomia, fueron 4 los
casos negativos y 5 los positivos (1 focal leve, 1 focal moderado, 1 difuso leve, 1 difuso moderadoy 1
difuso severo). En los grupos de isquemia, aparecieron un total de 7 casos positivos (3 difusos
moderados, 1 focal severo y 3 focales leves). En el grupo de isquemia con craniectomia se obtuvo un
total de 7 casos positivos (2 difuso moderado, 2 difuso severo, 2 focales leves y 1 focal moderado)
(Tabla 7).

El marcaje fue semejante y, por lo tanto, mas facilmente comparable a los observados con B-APP
(Figura 15) de forma que pudimos aplicar el mismo método de evaluacién de severidad y extension del
dafio con ambos marcadores. En ocasiones se tefiian algunas neuronas y de forma bastante habitual
habia marcaje de unos pequefios puntos dentro de la sustancia blanca, y ocasionalmente también en
la gris.
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Figura 16: Secciones inmunohistoquimicas de cerebro de rata frente a fractina. Las fibras nerviosas marcadas
pueden mostrar un aspecto varicoso semejantes a las que tife el B-APP (A), o dibujar lineas continuas (B) o
mostrarse como ramificaciones alrededor del soma de la célula (C). Con mayor frecuencia el marcaje para
fractina presenta un patrén de tipo punteado (D). (Figura de elaboracion propia)
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Tabla 7: Resultados obtenidos con la inmunotincion frente a fractina en los distintos grupos de ratas realizados
en el modelo experimental.

Gravedad
Marcador Ensayo lesion Cuenta Rata
Fractina Isquemia DM 3
FL 3
FS 1
NEG 2
Total Isquemia 9
Isquemia Craniectomia DM 2
DS 2
FL 2
FM 1
NEG 2
Total Isquemia
Craniectomia 9
Trauma FL 2
NEG 7
Total Trauma 9
Trauma Craniectomia DL 1
DM 1
DS 1
FL 1
FM 1
NEG 4
Total Trauma
Craniectomia 9
Total Fractina 36

Areas con mayor expresion de fractina

La positividad para fractina fue mas frecuente en el cuerpo calloso y el hipocampo siendo también de
mayor intensidad en estas zonas, aunque también se observd en otras areas. En general, hubo pocos
casos de origen traumatico con marcaje y este aumentd en los casos de origen isquémico.

Solo el 38,9% de los casos traumaticos fueron positivos para fractina, frente al 77,8% de los que
sufrieron isquemia. Englobando ambos grupos traumdtico e isquémico, el 66,7% de las ratas
craniectomizadas mostraron lesiones, frente al grupo sin craniectomia, que sufrieron lesiones el 50%
de los casos.

Desglosando por grupos, comparando los casos cony sin craniectomia, en el método isquémico mostré
inmunomarcaje positivo el 77,8% de los casos sin craniectomia, e igual porcentaje en los si se les realizé
la craniectomia. En el método traumatico muestran lesion el 22,2% de los casos sin craniectomia,
frente al 55,6% de los casos con craniectomia (Tabla 8).

En los controles no se encontré inmunopositividad para fractina en ninguna seccion cerebral, ni en los
controles de trauma o isquemia ni en los de craniectomia.
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Tabla 8: Porcentajes de lesion usando fractina como marcador para los distintos grupos experimentales

Grupo Marcador | Casos con Craniectomia Casos con
IHQ lesion (%) lesion (%)

Isquemia Fractina | 77,8 Si 77,8

No 77,8
Trauma Fractina | 38,9 Si 55,6

No 22,2
Total Fractina 58,3 Si 66,7
(Isquemia
+ Trauma) No 50

En cuanto a la distribucion de la expresidn de fractina, en los casos traumaticos, el marcaje aparecié
en pocos casos en el cuerpo calloso y el pedunculo cerebeloso (Unicamente en un caso para cada area).
Al afiadir la craniectomia el cuerpo calloso resulté positivo en dos casos y el peduinculo cerebeloso en
otro caso. Se marcd, ademads, en dos casos las capas V-VI de la corteza, asi como el hipocampo en un
caso. En los casos de isquemia vascular, las dreas mas lesionadas fueron, el hipocampo (4 casos), el
cuerpo calloso y el caudado-putamen (2 casos cada uno de ellos). Aparecieron marcados también en
un unico caso el tdlamo, los nucleos periolivares, el tallo infundibular y el nucleo reticular
gigantocelular. Al realizar la craniectomia persistié marcado el cuerpo calloso (5 casos), el hipocampo
y las capas V-VI de la corteza (2 casos), asi como también el tdlamo, el pedunculo cerebral, el caudado-
putamen y los nucleos periolivares en un caso cada area. Destaca el hecho de que en los casos en que
aparecié marcado el hipocampo, lo ha hecho también la corteza cerebral.

Patrén de marcaje

En muchas de las muestras tomadas en el estudio, tras marcaje con fractina, se observé un punteado
en ocasiones multifocal, pero en ocasiones muy bien delimitado a un area o regién concreta (Figura
16). Solo hemos considerado como positivos aquellos casos con un claro y manifiesto patron
patoldgico.
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Figura 17: Secciones de cerebro de rata inmunomarcadas frente a fractina en varios casos pertenecientes al
grupo de isquemia. En ocasiones el marcaje estaba muy bien delimitado como en el hipocampo (A) y en el talamo
optico (B). Otras veces la distribucion era focal manifestandose como un punteado irregular (C, D). (Figura de
elaboracion propia)

Comparacion B-APP y fractina

Tanto la B-APP como la fractina marcan las fibras nerviosas lesionadas, lo que nos permite hacer una
comparacién entre marcadores utilizando un baremo de medicidn equivalente. Por lo que la
evaluacidn de resultados de uno y de otro son facilmente enfrentables. A priori, el B-APP se ha escogido
en la literatura clasica como marcador de traumatismo y la fractina como marcador de la isquemia.

Siguiendo la metodologia descrita en material y métodos para cuantificar la expresién IHQ obtuvimos
los siguientes resultados:

Con B-APP se detectd un grado de positividad mucho mayor en los grupos de lesién provocada por
traumatismo respecto a los grupos de la isquemia. El grupo de ratas con lesién traumatica alcanzaron
una puntuaciéon promedio de 4,89. Las ratas con traumatismo mds craniectomia obtuvieron una
puntuacion ligeramente superior, 5,33. Sin embargo, el grupo de isquemia obtuvo una puntuacion de
1,22 y el grupo de isquemia mas craniectomia alcanzaron 0,89. Si combinamos los grupos de trauma
entre si, y los de isquemia entre si, se consiguid un resultado global para trauma de 5,11 y global para
isquemia de 1,05.

Para la fractina la puntuaciéon promedio del grupo de traumatismo fue de 0,22 frente a 2,33 para el
grupo de isquemia. Si contemplamos los grupos con craniectomia descompresiva, las puntuaciones
fueron de 2,00 para el grupo del traumatismo y 2,89 para el grupo de isquemia. Combinando los grupos
de trauma y los de isquemia ambos entre si, se alcanzé un valor global para traumatismo de 1,11y
global para isquemia de 2,61. (Tabla 9 Y figuras 17 y 18)
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Tabla 9: Se muestran los promedios de valor (intensidad de expresion IHQ) de cada uno de los grupos
estudiados tanto con el marcador B-APP como con la Fractina

Marcador Ensayo Promedio de Valor
B-APP Isquemia 1,22
Isquemia+Craniectomia 0,89
Trauma 4,89
Trauma+ Craniectomia 5,33
Fractina Isquemia 2,33
Isquemia+ Craniectomia 2,89
Trauma 0,22
Trauma+ Craniectomia 2,00

Usando como marcador el B-APP, la mediana en relacion con la gravedad de la lesién da un resultado
de 5 para el grupo de trauma y de 0 para el grupo de isquemia, una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,001). Usando como marcador la fractina, la mediana del grupo traumaticoes Oy 1
para el grupo de lesién vascular, una diferencia que no es estadisticamente significativa.
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Figura 18: Diagrama de cajas en la que se observa la distribucion de casos con el marcador B-APP con
relacion a la gravedad de los casos, puntuados de 0-6 segin el método descrito. Observamos que los
casos del grupo traumatico estan en la parte de mayor gravedad y los de lesion isquémica en los de
menor gravedad. (Trépano/craniectomia: 0=No, 1=Si) (Figura de elaboracién propia)
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Figura 19: Distribucién de casos con el marcador fractina en relacion con la gravedad de los casos,
puntuados de 0-6 segun el método descrito. Observamos que la distribucion de los casos se reparte
de manera homogénea a lo largo de la escala de gravedad. (Trépano/craniectomia: 0=No, 1=Si).
(Figura de elaboracion propia)

Ambos marcadores, aun a pesar de sus patrones de marcaje similares, tenian dianas diferentes, por lo
gue marcaron dafios distintos. En las siguientes imdgenes se puede observar cdmo la misma regién
anatomica en el mismo caso, segun la lesion sufrida, se visualizd con un marcador de forma intensa y
con el otro de forma leve o nula. Y al cambiar de regidén anatdmica y/o el tipo de lesion, el marcaje era
el opuesto (Figura 19).
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Figura 20: Secciones histologicas de la misma region anatémica (A, B) y de otra misma region (C, D) del mismo
caso inmunotefido con B-APP (A, C) y con Fractina (B, D). Podemos observar la eficacia de los marcadores
siendo selectivos cada uno con un tipo de lesion en particular. (Figura de elaboracion propia)
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Patron lesional
La distribucién espacial de las lesiones nos permitid establecer dos patrones lesionales diferenciados.

Los grupos que recibieron traumatismo (patrén traumatico) expresaron B-APP en el talamo, el
hipocampo y en las pirdmides y sus dreas anexas mientras que la expresion de fractina fue muy discreta
y en areas no constantes.

Los grupos sometidos a isquemia (patréon isquémico) expresaron B-APP en la corteza cerebral (V y VI)
y en el caudado putamen mientras que la expresién de fractina se localizd preferiblemente en el
hipocampo y en el caudado putamen.

Patron traumatico | * B-APP -Tédlamo
-Hipocampo
-Piramides y dreas anexas

*Fractina | -Muy discreto y en dreas no
constantes

Patrén isquémico * B-APP -Corteza capa Vy VI

-Caudado putamen

*Fractina | -Hipocampo

-Caudado-putamen

El cuerpo calloso no se ha tenido en cuenta a pesar de ser la regién que mas gravemente se lesiond
sobre todo en los casos traumaticos porque aqui se marcaron axones tanto con B-APP como con
fractina si bien con B-APP el marcaje era mucho mas intenso.

Otros marcadores

Hemos ensayado el imnumomarcaje con otros anticuerpos conocidos por ser Utiles en la investigacion
del DAI. Los marcadores testados fueron los siguientes:

Marcadores gliales Marcadores neuronales Otros marcadores
S100 Sinaptofisina CD15

GFAP Neurofilamentos VGF

CD45 Tau-L HIF-1a
Vimentina NSE Caspasa-3

En nuestro laboratorio ninguno de estos antisueros ha funcionado en tejido nervioso de rata. Destacar
gue este ultimo marcador, la caspasa-3, de maximo interés en nuestro estudio por su proximidad

66



Resultados

molecular a la fractina, a pesar de probar el anticuerpo procedente de diferentes laboratorios, de usar
distintas técnicas de recuperacion antigénica y/o diferentes diluciones, no obtuvimos positividad o
esta era inespecifica o aparecia marcaje positivo idéntico tanto en los casos, como en los controles
negativos. Todo esto ha imposibilitado el uso de caspasa-3 en este estudio.

Casos humanos

En el examen macroscépico de los casos traumaticos mostraron, como era esperable, focos contusivos
y/o hemorragicos, mientras que, en los casos isquémicos, solo habia congestion generalizada (Figura
20).

Figura 21: Cerebros humanos tras fijacion en formol. Cerebro asignado al grupo de lesion traumatica con una
supervivencia de 6,5 dias. Hay hemorragia subaracnoidea, hemorragia subdural, y edema cerebral (A). Cerebro
asignado al grupo de isquemia con una supervivencia de 22 horas que muestra congestion cerebral difusa (B).
(Figura de elaboracioén propia)

Los tres casos con lesidén traumatica mostraron positividad frente a B-APP. De éstos, 1 caso fue difuso
moderado y 2 casos fueron difusos severos, involucrando tanto a la regién supratentorial como a la
infratentorial. La mayoria de las regiones examinadas mostraron dafio difuso.

En los casos de isquemia con B-APP, 2 casos fueron positivos y difusos, uno moderado y el otro severo,
y el tercer caso fue negativo. El caso difuso severo fue el del paciente que habian tenido una
supervivencia de 14 dias. No hubo ningln resultado positivo para el bloque de la regidn
temporal/hipocampo (Figura 21).
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El cdlculo de la puntuacién para cuantificar la intensidad del marcaje arrojé un promedio de valor de
5,33 para el grupo con lesion traumatica y 3,66 para el grupo de isquemia.

La Inmunoexpresién de fractina en los fallecidos por lesién traumatica fue positiva en un solo caso
(difuso leve) y en los otros dos el resultado fue negativo. Ninguno de los casos ha mostrado marcaje
en el bloque de la protuberancia.

En los casos de isquemia, 2 casos fueron positivos para fractina (ambos difusos moderados) y un caso
fue negativo. Sélo uno de los 3 casos obtuvo un resultado positivo en el bloque de la zona temporal
con hipocampo (Figura 21).

La puntuacion para cuantificar la intensidad de marcaje arrojé un valor promedio de 1,33 para los casos
con lesidn traumdtica y 3,33 para el grupo de isquemia.

Figura 22: Inmunotincion con B-APP en cerebros humanos pertenecientes al grupo traumatico (A) y al grupo
isquémico (C) en el que pueden verse fibras longitudinales de aspecto varicoso y otras circulares en una seccion
de fibras transversal. En las imagenes de la derecha, ambas inmunotefidas con fractina, observamos un caso
traumatico (B) y uno isquémico (D) con marcaje longitudinal mas intenso indicando fibras lesionadas. (Figura de
elaboracion propia)

68



Discusion

Discusion

(Incluye contenido del articulo publicado con DOI: 10.1111/1556-4029.15276)

Desde 1956 en que se describid el dafio axonal difuso por primera vez, se han ido dando pasos
lentamente y en ocasiones erraticos en el conocimiento de esta entidad nosoldgica. Su descripcion
inicial fue como una entidad de origen puramente traumatica. Los estudios posteriores, con el paso
del tiempo y a medida que se fue avanzando en su conocimiento se encontraron casos con idéntico
cuadro morfoldgico, pero en los que no habia ningln tipo de traumatismo. Se comenzaron a distinguir
diferentes aspectos de esta patologia, entre los que destaca el dafio axonal primario, debido a la lesién,
y secundario, el que sucede como consecuencia del edema, la hipertensidn o la isquemia en el cerebro.
El dafo secundario se debe a la respuesta del cerebro que ocurre tras el dafio, siendo una reaccion
inespecifica de nuestro organismo ante las agresiones. Por ello hemos considerado que estudiar la
patologia y aislar el dafo primario del secundario podia ser interesante para el mundo forense en el
que diferenciar el origen violento o natural de las lesiones es clave.

Hemos estudiado las consecuencias de una lesidn traumatica en ratas macho Sprague-Dawley. Se trata
de una cepa albina universalmente utilizada en investigacion lo que permite la reproducibilidad del
experimento. Como el sexo de las ratas no es relevante para el resultado traumatico o bien el sexo
femenino sufre menor lesidn con idéntico traumatismo (Gupte, 2019) se optd por ratas macho ya que
en el experimento interesaba el mayor grado lesional siempre y cuando existiera supervivencia.

Modificacion del método de Marmarou y Foda

En modelo original de Marmarou y Foda (Marmarou 1994; Foda, 1994) pequefios movimientos
respiratorios ocasionaban variaciones en el plano del disco que protege el craneo y lo desalinea por lo
qgue el impacto inducia torsion cervical o hacia que el borde del disco aplastara el craneo llegando
incluso a fracturarlo. Por este motivo, una de las modificaciones que hemos realizado al respecto ha
sido aumentar el diametro del disco protector. Un disco de mayor diametro (20 mm frente a 10 mm)
se aproxima mas al didmetro interior de la columna (21 mm) por lo que es mas probable que el cilindro
se encuentre en un plano paralelo con el del disco. Protege mejor al producir una mayor dispersion de
la fuerza del impacto, por lo que minimiza las lesiones locales y la mayor parte de la fuerza aplicada se
dirige a la aceleracién. Ademas, dado que el impacto se produce siempre en el mismo lugar mejora la
reproducibilidad del experimento.

El objetivo de este experimento era producir un desplazamiento (aceleracion) del cerebro mediante
un impacto, ya que el DAl en humanos es el resultado de fuerzas de aceleracién angulares o
rotacionales de alta magnitud. Por lo tanto, se busco reducir el dafio a la estructura dsea craneal (dafio
focal). En el modelo modificado, el dafio local (contusidn cerebral letal) disminuyé del 35% al 13,5%.
Sin embargo, cuatro ratas presentaron una contusion cerebral fatal. Ademas, algunas ratas mostraron
pequefias contusiones corticales focales no letales. Estas lesiones pudieron deberse a un minimo
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movimiento y/o pequerios desniveles al colocar el tubo. Hubo que plantearse qué hacer con las ratas
gue no evidenciaban fractura de crdneo pero tenian una lesion cerebral focal justo debajo del craneo
impactado (es decir, contusiones graves de la corteza frontal/parietal). ¢ Fueron causados por una
deformacién del craneo debajo del disco o por un golpe del encéfalo debido a la aceleracién? Como
sefialan algunos autores (Kilbourne, 2009), estas lesiones resultan de una percusion directa mas que
de un golpe, que en sentido estricto es causado por el impacto del craneo acelerado y no deformado
contra el cerebro. En consecuencia, se incluyeron estos casos en el estudio (5 ratas).

En cuanto a la espuma, el polimero utilizado es uno de los mas comunmente disponibles en el mercado,
con una estructura celular abierta duradera. Es esponjoso, barato, lo suficientemente suave para la
compresidon y muy eldstico para permitir una rapida recuperacién de la forma original. Segun el
distribuidor local, se utiliza para cojines y se describe que tiene una rigidez intermedia. La espuma
utilizada debe cumplir dos condiciones esenciales: en primer lugar, debe ser lo suficientemente
resistente como para evitar el colapso y debe recuperar rdpidamente su posicién original para evitar
gue la rata sea arrastrada fuera del lecho de espuma. De no ser asi, aplastaria la cabeza de la rata
contra el suelo sin llegar a volver a su posicion inicial de forma que se perderia parte del movimiento
que le provoca la aceleracién (el de retorno), o desplazaria la rata fuera de la esponja. La espuma tiene
gue permitir el mayor movimiento posible de la cabeza de la rata para optimizar el aprovechamiento
de energia que le transmite el impacto, asi la aceleracion provocara un dafio mayor y mas difuso. Esto
es debido a que, a menor libertad de movimiento craneal, mayor riesgo de lesion focal. La falta de
concrecion en las caracteristicas de los lechos de espuma parece ser el factor que se encuentra detrds
de la gran disparidad en los resultados publicados. La cama de espuma original utilizada por Marmarou
no es facil de conseguir. Existen muchos fabricantes de espumas y existe una amplia variedad de
opciones en el mercado: espuma de células cerradas y de células abiertas; burbujas atrapadas en
estado sdlido o liquido; y una variedad de materiales que incluyen poliuretano, uretano, polietileno y
poliéter. Ademas, existen también diferentes procesos de fabricacion de la espuma que modifican las
caracteristicas fisicas resultantes. A pesar de los intentos de varios autores que han reproducido el
método, especialmente el estudio dedicado a las espumas de Piper (Piper, 1996), no existe ningln
parametro confiable para evaluar la rigidez y elasticidad de la espuma. Debemos tener en cuenta que
las propiedades mecdanicas dependen en gran medida de la densidad. Los pardmetros mds importantes
de la cama de espuma son la resistencia a la compresidn que se opone a la aceleracién de la cabeza y
la elasticidad responsable de la desaceleracién. La compresidn de la espuma bajo el impacto deberia
ser suficiente para permitir el mayor movimiento posible de la cabeza de la rata sin llegar al suelo. Es
decir, la cama de espuma debe resistir el impacto del peso que cae desde 2 m de altura sin llegar al
colapso por completo, porque el colapso total provocaria que el craneo quedara atrapado entre el
peso y la superficie sélida del suelo y provocaria un traumatismo indeseable. Por el contrario, si la
espuma es demasiado blanda, la diferencia entre el movimiento de la cabeza y el cuerpo crea una
tensidn cervical que aumenta la mortalidad en la primera hora. Nuestro modelo modificado minimiza
la lesién del tronco encefdlico axonal y, en ultima instancia, reduce la mortalidad por lesidn de la
articulacién atlantoccipital a casi la mitad (del 15% al 8,5%).

Otra de las debilidades atribuidas al método original de Marmarou es la inconsistencia entre ensayos
cuando la cabeza no se coloca en el mismo lugar, es decir, hay un mal ajuste entre el tubo de plexiglas
y el disco protector que provoca desplazamiento o hay excesiva distancia entre el tubo y el craneo.
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Estos problemas se deben al hecho de que la cabeza de la rata no esta asegurada a la superficie de Ia
cama de espuma. Durante nuestros experimentos, el tubo se colocd a una distancia de 0,5 cm de la
cabeza de la rata. El dispositivo fue colocado sobre ruedas para mantener la distancia antes
mencionada y poder apartarlo facilmente para evitar un segundo impacto. Se excavd un hueco en la
superficie del lecho de espuma para asegurar el tronco de la rata, limitar el desplazamiento lateral y
evitar que el animal saliera despedido por el impacto.

Con el método que proponemos se incrementa significativamente la supervivencia de las ratas a las
24 horas (del 50% al 80%), asi como la frecuencia e intensidad del DAI (del 20% al 85,7%) con
modificaciones sencillas y faciles de llevar a la practica. Al implementar las modificaciones planteadas:
aumentar el tamano del disco y controlar adecuadamente las propiedades de la espuma, mejora
significativamente los resultados originales. Se podria plantear si estos cambios tienen tal entidad
como para considerar que el método ya no se puede considerar el mismo. Y es que la modificacién de
los resultados es importante. Pero el mecanismo de produccidon de la lesidon se mantiene y las lesiones
producidas también. Unicamente hemos mejorado la proteccién frente al traumatismo directo y el
movimiento de la rata para optimizar la lesién resultante. Por todo ello entendemos que el método
sigue siendo el mismo.

Respecto a los mercadores inmunohistoquimicos, la inmunotincion con B-APP se reconoce
actualmente como el procedimiento mas sensible para detectar el dafio axonal difuso (DAI). El
anticuerpo contra B-APP permite demostrar su acumulacién (por interrupcién del transporte rdpido
anterégrado) en los axones lesionados. Estos adquieren la forma de bulbos axonales (esferoides) y
axones varicosos (filamentos gruesos). El transporte axonal requiere una gran cantidad de energia, por
lo que su presencia indica la supervivencia del animal (Hortobagyi, 2007; Gentleman, 1995), aunque la
intensidad del marcador no esta directamente relacionada con el tiempo de supervivencia (Sherriff,
1994). Diversos autores demostraron que la expresion de B-APP comienza a las 2-3 h tanto en humanos
como en ratas, aumenta hasta alcanzar el maximo a las 24 horas y luego comienza a disminuir a los
niveles iniciales a los 10 dias (Zhu, 2005; Geddes 2000). Para maximizar la expresion B-APP hemos
mantenido con vida a las ratas durante 24 h lo que, ademas, facilité la comparacién entre los grupos.
Hemos detectado un aumento de 65 puntos en la frecuencia de DAI, que podria ser debido a las
modificaciones realizadas al modelo de Marmarou.

En cuanto a la localizacidn de la expresién de B-APP, los bloques A (anterior) y C (protuberancia y
cerebelo) fueron las regiones mas dafadas. Como el bregma es el punto de impacto mas central y estd
situado en el bloque A, era predecible un alto nivel de dafios en esta zona. La expresion de B-APP se
encontrd en la corteza, la mayor parte del cuerpo calloso y otras regiones mas distantes como los
nucleos de la base. En las regiones occipitales (bloque C), la protuberancia en su porcién rostral y los
pedunculos cerebelosos también mostraron una amplia positividad axonal de B-APP. Este patrén de
distribucidn es muy similar al encontrado en cerebros humanos después de una lesidn cerebral
traumatica en el que las areas mas comunmente afectadas incluyen los axones en el tronco del
encéfalo, la sustancia blanca parasagital cerca de la corteza cerebral y el cuerpo calloso (Su E, 2016).
El hecho de que se haya encontrado expresidon de B-APP en los mismos lugares que en el cerebro
humano es valioso ya que implica que este método experimental (el modelo de Marmarou modificado)
es un buen modelo para el estudio de la DAI traumatica en humanos.
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La inmunoexpresiéon semicuantitativa de B-APP en las secciones A y C mostrd una distribucion
multifocal en casi el 80% de las ratas. Ademas, la intensidad de la expresidn fue mayoritariamente (casi
el 80%) grave/moderada. Esto es de gran interés para nosotros, ya que el patron de distribuciéon y el
elevado nimero de axones marcados son también similares a los que muestran los cadaveres humanos
en casos de dafio cerebral traumatico. Las Unicas dos ratas con DAI en el grupo modelo original de
Marmarou presentaron la misma distribucion e intensidad de B-APP (Figura 12). Desafortunadamente,
no fue posible hacer comparaciones con otros autores (Baranova, 2008) que utilizaron el método
original porque no informaron la distribucion y/o intensidad de la inmunotincién con B-APP.

Modelo experimental en ratas

Ya se ha mencionado que tras un impacto con aceleracidén o una isquemia aguda cerebrales, se produce
tanto en ratas como en las personas, un dafo primario (DAI) y posteriormente, si hay supervivencia
aparece con frecuencia un dafio secundario en relacién con el edema vy la inflamacién cerebral. Las
craniectomias en nuestro disefio experimental estarian orientadas a minimizar (o evitar) ese dafo
secundario, al permitir que el cerebro se expanda hacia arriba a través de las perforaciones del craneo
y la duramadre. Los agujeros eran bastante grandes para el tamafio del crdneo de una rata y permitio
que, tanto en el modelo traumatico como en el isquémico, gran parte de los Iébulos frontales y
parietales inflamados tuviesen la posibilidad de proyectarse hacia afuera evitando el aumento de la
presién intracraneal y la compresién de otras zonas cerebrales. En las ratas no craniectomizadas, al
dafio primario (traumatico o isquémico) se le sumd, como no podia ser de otra manera, el dafio
secundario. Después, analizando las diferencias entre los dos grupos tendriamos mas informacién
acerca de las caracteristicas dano axonal primario y secundario. El planteamiento tiene cierta
originalidad puesto que en la revisién de la literatura no hemos encontrado ningin otro disefio
experimental de estas caracteristicas.

En realidad, los patrones lesionales derivados de lesiones traumaticas y/o isquémicas se solapan, al
menos en parte. El dafio traumatico no solo rompe los axones, también rompe vasos sanguineos, se
produce hemorragia, edema y finalmente hay hipoxia/isquemia en las zonas circundantes. Todo esto,
a su vez induce apoptosis celular. Desde el punto de vista forense deberiamos poder distinguir un
patrén lesional puramente traumatico de uno isquémico. Asimismo, una vez que se ha desarrollado la
patologia isquémica en un contexto circunstancial de traumatismo deberiamos poder identificar el
patrén traumatico primario para poder determinar el origen de la lesién. La importancia forense de
esto es esencial puesto que la conclusidn puede inculpar o excluir de responsabilidad a un investigado.
La hipoxia/isquemia, al igual que el traumatismo, acaba produciendo dafio axonal y es casi imposible
determinar cual es la medida en que uno afecta al otro (Oehmichen, 2008).

Ensayo experimental. Inmunomarcaje 3-APP

En nuestro estudio experimental precursor B del amiloide (B-APP) como indicador de DAl ha
proporcionado muy buenos resultados en los casos traumaticos al ocasionar DAl a 17 de 18 (94,4%)

ratas que recibieron el impacto y, ademas, la mayoria mostraron una distribucion multifocal/difusa.
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Esto son unos resultados superiores a los obtenidos por otros autores que utilizaron el método
Marmarou, asunto que hemos comentado previamente. En cuanto al grupo de isquemia, la expresidn
B-APP como marcador de DAI aparecié en 6 de 18 (33,3%) ratas sometidas a isquemia una diferencia
estadisticamente significativa. Aunque esperado, llama la atencién que en el grupo de isquemia mas
craniectomia aparecieran solo dos casos B-APP positivos. Esperado, porque el impacto por aceleracién
causa fuerzas de cizallamiento que rompen axones y la isquemia lesiona los axones por un mecanismo
compresivo y esperado, ademas, por coincidir con lo publicado por otros investigadores del campo
(Reichard, 2005; Oehmichen, 2003; Graham, 2004; Geddes, 2000; Davceva, 2012; Davceva, 2015).

Localizacion del inmnomarcaje con B-APP

En el grupo de traumatismo, las dreas que aparecieron marcadas con mas frecuencia y mayor
intensidad fueron el cuerpo calloso, el talamo y el hipocampo (también en el hipocampo, los
pedunculos cerebelosos, las capas V-VI de la corteza, la zona OS y los nucleos periolivares); areas
similares a las detectadas por otros investigadores (Wang, 2010; Davceva, 2015; Geddes, 1997; Adams,
1989). Ademds de estas zonas también se encontré un marcaje frecuente en las piramides de la
protuberancia, unas dreas apenas reportadas por otros autores, aunque si estan descritas. Realmente,
se trata de un gran haz de fibras nerviosas situado proximo a la region cervical, una regién que sufre
un movimiento muy intenso durante el impacto y por lo tanto estas fibras pueden romperse. En el
grupo de isquemia ademas del cuerpo calloso (similar al grupo de traumatismo) las areas con expresion
B-APP mas frecuente fueron el nlcleo caudado-putamen y la corteza (capas V y VI). Reichard et al.
también encontraron marcaje B-APP en la cabeza del nucleo caudado y como nosotros, no encontraron
marcaje en el hipocampo, algo que es llamativo ya que la regién CAl1l del hipocampo es
tradicionalmente muy sensible a la isquemia (Reichard, 2005; Oehmichen, 2003).

En nuestro estudio hemos encontrado dafio en las capas V-VI de la corteza, lo cual es congruente con
lo encontrado por Harris et al. que demostraron disrupcion axonal funcional en la capa V en casos que
sufrieron concusidn. La disrupcién axonal se deberia a una disfuncidn de los canales de sodio o bien a
qgue la axotomia se haya producido muy préxima al soma neuronal (Harris, 2023). Ocasionalmente
hemos observado también afectadas las capas IV y VI lo que coincide con lo publicado por Michaud et
al. que encontraron neuronas globiformes B-APP positivas entre las capas IV y VI de la corteza. De
nuevo los autores lo explican como un signo de dafio axonal proximal a la neuronay, aunque lo habitual
es detectar lesiones axonales en la sustancia blanca, también pueden aparecer en estas regiones de la
corteza ya que las fuerzas de cizallamiento también actian sobre tejidos con diferentes densidades
como son la sustancia blanca y sustancia gris (Michaud, 2023).

No hemos observado en nuestros casos experimentales un patrén vascular isquémico similar al
descrito por Geddes et al. en el que observaba un area completa marcada positivamente con B-APP
sin limite anatémico claro o el patron en zig-zag (Geddes, 2001). En algunos casos de DAI en nuestro
estudio se observaron areas concretas positivas para B-APP, incluso algunas con forma triangular, que
sugieren una base isquémica en la lesién, pero fueron la excepcidn y de todos modos no encajaria en
el patrén vascular que proponen.
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Ensayo experimental. Inmunomarcaje con fractina

La inmunopositividad para fractina fue positiva 7 de 18 (38,9%) ratas del grupo de traumatismo y en
14 de 18 (77,8%) ratas del grupo de isquemia. Las diferencias entre los grupos tomados globalmente
son evidentes. El efecto de las craniectomias en estos grupos fue sorprendente: el grupo de
traumatismo mas craniectomia mostré 5 de 9 casos positivos (y sin craniectomia, 2 positivos de 9),
mientras que el grupo de isquemia mas craniectomia mostré 7 de 9 casos positivos (y sin craniectomia,
también 7 de 9).

La valoracidn de las preparaciones inmunotefiidas con fractina en nuestro laboratorio no fue sencilla.
Con frecuencia se observd un marcaje muy evidente, en forma de unos pequeiios puntos mas o menos
agrupados, aunque no siempre de la misma forma. En ocasiones el punteado es abundante y ocupa un
area muy bien definida, por lo que no hay duda de que se corresponde con dafo. En otras ocasiones
se dibuja una célula con las fibras alrededor (Figura 15) que podria ser una neurona, y en otras
ocasiones simplemente se observa un grupo de puntos, siendo este marcaje similar al obtenido por
Sokolowski et al., (Sokolowski, 2014). El anticuerpo utilizado es muy especifico por lo que las fibras
tefiidas identifican fibras dafiadas. Delimitar qué nivel marcaje es suficiente como para considerarlo
un resultado positivo ha sido un verdadero desafio. En la evaluacion de dafios hemos sido
conservadores de manera que el hallazgo de unos puntos diseminados en un area pequefia no lo
hemos interpretado como un resultado positivo. De haberlo hecho, habriamos tenido bastantes mds
casos positivos, especialmente en los casos de los grupos de isquemia.

Localizacién del inmnomarcaje con fractina

En los casos traumaticos la expresion de fractina se localizd en varias regiones poco constantes: cuerpo
calloso, pedunculo cerebeloso, capas V y VI de la corteza e hipocampo. En el grupo de isquemia sin
embargo las dreas con mas frecuencia lesionadas fueron el cuerpo calloso, el hipocampo y el nucleo
caudado putamen.

Analizando las diferencias entre los distintos grupos, el nicleo caudado-putamen sdélo se ha marcado
en casos de isquemia (con B-APP y con fractina) y las piramides de la protuberancia y sus areas
adyacentes sélo se han marcado en casos de traumatismo con B-APP (excepto 1 caso de isquemia y
amiloide). Si ademds analizamos solo los casos sin craniectomia, podemos encontrar otras diferencias
interesantes como que el tdlamo y el hipocampo sélo se marcan en los casos de traumatismo con B-
APP y en los casos de isquemia solo con fractina. Estas diferencias tan acentuadas pueden ser Utiles
para el diagnéstico diferencial etiopatogénico. A eso se une el valor de gravedad o levedad de sumar
la puntuacion en cada preparacién y el promedio de valor para el caso. Estos hallazgos permiten una
aproximacién mas fiable y objetiva al origen de la lesidn al menos en ratas.

En los casos a los que realizamos una craniectomia lo esperado, en general, era que el marcaje
disminuyera de forma notable ya que evitar la compresion del cerebro evita el dafio secundario. Sin
embargo, esto se ha visto en el grupo de isquemia marcado con B-APP. La explicacidn razonable para
esto varia segun los casos. En ocasiones, la inflamacidn y edema del cerebro fue tan prominente que

se formd una hernia externa (fungus cerebri). Las craniectomias eran del mayor tamafio posible pero,
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aun asi, si el tejido cerebral se hernia, se produce localmente una necrosis del encéfalo extruido por la
compresion del cerebro saliente contra los bordes éseos, o contra la duramadre a pesar de que las
craniectomias rebanaban el crdaneo y duramadre para dejar fordmenes del mismo tamafo. Otra
posibilidad seria que la lesidon traumatica pudo ser tan grave que los agujeros de la trepanacién hayan
sido insuficientes para evitar el edema y el aumento de presion dentro del craneo. Tampoco se puede
descartar un defecto de técnica en la ejecucion de alguna de las craniectomias al tratarse de un fresado
delicado en un crdneo pequefio que precisa la utilizacidon de lentes de ampliacidon quirdrgicas. Sin
embargo, los controles no han tenido ningln resultado positivo. Y todo ello en el contexto de que son
pocos casos.

Cuantificacion de la expresion de B-APP y fractina

Utilizamos un método de cuantificacion del marcaje inmunohistoquimico basado en el sistema
propuesto por Johnson et al. (Johnson, 2011) al que afiadimos un nimero ascendente correlativo a la
intensidad creciente de las lesiones. De cada caso se obtiene un nimero valor que es mas alto cuanto
mayor intensidad de marcaje (y por lo tanto de lesidn). El sistema es simple y se puede aplicar por igual
a cerebros de animales o de seres humanos.

En el grupo de traumatismo obtuvimos un promedio de valor de 4,89 con B-APP y 0,22 con fractina,
frente al grupo de isquemia, que obtuvimos un promedio de valor de 1,22 con B-APP y 2,33 con
fractina. Las diferencias entre los grupos son muy notorias y creemos que estos valores pueden ser
utiles en el diagndstico etioldgico del DAL Un resultado elevado para B-APP y bajo para fractina sugiere
origen traumatico y un resultado bajo para B-APP y alto para fractina sugiere origen isquémico.
Lamentablemente, debido al tamafo de la muestra los test estadisticos no nos permitieron determinar
un promedio valor de corte que discriminara entre ambos grupos.

Por ultimo, mencionar que en nuestro estudio las ratas en general mostraban mas expresion (mas
dafio) en un lado del cerebro que en el otro, aunque el mecanismo lesional fuera bilateral, tanto en los
casos de traumatismo como en los de isquemia. Carecemos de una explicacion para ese suceso,
aunqgue Sharma et al. también observo este fendmeno en sus casos (Sharma, 2023)

Otros marcadores

Hemos ensayado mas antisueros que han dado resultados diversos y, en general, poco utiles para
nuestro fin. Bien porque su expresion fue excesiva y no se distinguen adecuadamente diferencias entre
las zonas lesiones y el cerebro normal, o bien por la ausencia de marcaje. La vimentina en cerebros de
rata muestra positividad en zonas lesionadas y en zonas sanas por lo que no es posible diferenciarlas.

Seria interesante tener un marcador de necrosis, pero actualmente no existe. La necrosis, al no ser un
fendmeno activo, es un mecanismo que no ocasiona ningun proceso molecular por lo que no existe
ninguna proteina (antigeno) que pueda funcionar como marcador.
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Pusimos mucho interés en la Caspasa-3. Se trata de un marcador muy conocido y de uso habitual en la
practica clinica hospitalaria y con mucha literatura cientifica que lo respalda. En nuestras muestras de
cerebros de rata y en nuestro laboratorio el marcaje resultd positivo en todos los casos,
independientemente del grupo lesional que estudiemos y su patrdén de expresidon era semejante en los
dos grupos.

DAI en cerebros humanos

El nimero de casos seleccionados para este estudio fue de n=6. Tres casos fallecieron a consecuencia
de un traumatismo capaz de provocar un dafio axonal difuso: una precipitacion, un accidente de
trafico, y un atropello por un coche con supervivencias de 5 h, 9 h y 6,5 d. Otros tres casos fueron
asignados al grupo de isquemia, dos ahorcaduras y una crisis asmatica con supervivencias de 22 h, 48
hy 14 dias (Tabla 2).

El marcaje combinado de B-APP y fractina ha sido rentable, ya que el marcaje ha sido intenso con B-
APP y negativo con la fractina. Usando el mismo sistema de puntuacién concebida para este estudio y
que utilizamos en las ratas, el grupo inmunotefiido con el precursor B del amiloide arrojé un resultado
valor de 5,33 (sobre 6 puntos), mientras que el grupo marcado con fractina obtuvo una puntuacién de
1,33 (sobre 6 puntos). Ello sugiere que puede ser una herramienta diagndstica util para el diagndstico
diferencial del origen de la lesidn en casos con supervivencia de pocas horas. En estudios futuros seria
interesante poder observar algunas otras dreas cerebrales, quizd de forma bilateral y ampliar el
numero de casos objeto de estudio.

Con relacién a los casos cuyo origen del fallecimiento fue la isquemia, llama poderosamente la atencién
el hecho de que para el bloque de temporal con hipocampo solo haya dado resultado positivo uno de
los blogues de uno de los casos, cuando el hipocampo es una de las regiones que tradicionalmente
sufre la isquemia de forma mas precoz.

Correlacion del DAI en cerebros humanos y murinos

Estableciendo una comparacién entre el experimental realizado con los animales murinos y los casos
recogidos de las autopsias forenses que cumplian requisitos, encontramos diferencias, pero también
algunas similitudes interesantes que pasamos a resefar.

El tdlamo ha obtenido un buen rendimiento en la rata pero no en el humano.

El hipocampo ha tenido un rendimiento bajo en el humano, a diferencia de los resultados habituales
en la literatura.

El diagndstico de las lesiones isquémicas ha sido dificil ya que los marcadores, en especial la fractina,
ha dado un resultado menor en cuanto a intensidad de lo esperado, tanto en ratas como en humanos.
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Se han encontrado diferencias destacadas usando el B-APP y la fractina en los casos murinos y
humanos de origen traumatico. En ambos los resultados de severidad de la lesidn son altos para B-APP
y bajos para fractina, por lo que la combinacién de estos dos marcadores inmunohistoquimicos pueden
ser una herramienta Util para hacer el diagndstico etiopatogénico de la lesidn.

El problema de la valoraciéon de las preparaciones tefiidas para fractina en humanos ha sido el mismo
al hallado en las ratas. De manera que persiste el problema de la interpretacién de las observaciones.
Los pequefios puntos inmunopositivos observados, ciertamente marcaje positivo y no un artefacto,
son a veces minusculos y estan repartidos por un drea no bien definida; es dificil basarse en un contaje
de los mismos y saber si el caso realmente tiene trascendencia clinica-patolégica. Con los casos
humanos hemos seguido los mismos criterios en la evaluacidn que utilizamos en las ratas, tomando
una actitud conservadora.

En cuanto al patrén vascular como el descrito por Geddes et al. ya comentado previamente en el caso
de las ratas, en los cerebros humanos tampoco lo hemos observado. Los diferentes focos que
encontramos no cumplian el ser un drea completa, triangular ni el patrén en zig-zag.

Mencionar entre los marcadores inmunohistoquimicos probados, las pruebas realizadas con la
Caspasa-3. Al igual que en el caso de las ratas, no ha permitido dar ningun paso adelante en la
diferenciacion de las distintas entidades etiopatogénicas. El marcaje resulta negativo en todos los
casos, independientemente del grupo lesional que estudiemos.

Una limitacidn en la comparacién entre ratas y humanos es que no hemos visto la misma cantidad de
regiones anatémicas en los encéfalos humanos que en las ratas. Un bloque de un encéfalo murino
incluye una seccion coronal completa. En el encéfalo humano tenemos que ser mucho mds selectivos.
Ello implica que corremos con el riesgo de no tomar muestra de la regién adecuada y también que no
vamos a descubrir ninguna region afectada que no hayamos planificado previamente.
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Conclusiones

Conclusiones

Modificaciones del método de Marmarou y Foda como son: el incremento del diametro del
disco protector del craneo de 10 a 20 mm, la colocaciéon de la cabeza de la rata mas elevada
en el momento del impacto y la seleccién de una base de poliuretano mas eldstica, dio como
resultado un incremento en la supervivencia de las ratas de 30 puntos comparado con el
modelo original (80% versus 50%). Ademas, hubo un incremento en la frecuencia del DAI del
20% al 85,7% tras 24 h de supervivencia.

El uso combinado de los marcadores inmunohistoquimicos B-APP y fractina tiene utilidad en
el diagndstico etiopatogénico del DAI. Los casos con un alto valor promedio de lesidn con -
APP y bajo con fractina sugieren un origen traumadtico. Este patron se ha observado también
en los casos de DAl estudiados en cerebros humanos lo que demuestra su utilidad en patologia
forense.

Las areas afectadas en las ratas con DAI son diferentes segln el origen de la lesidon. El marcaje
inmunopositivo del hipocampo y tdlamo frente a B-APP sugiere un origen traumatico mientras
gue si son positivos frente a fractina siguiere un origen isquémico. El marcaje del caudado-
putamen es sugerente de un origen lesional isquémico independientemente del marcador
utilizado, B-APP o fractina.
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Abstract

More than two decades ago, Marmarou published a valid model for producing diffuse
axonal injury (DAI) in rats. Since then, both mild and severe injuries have been ob-
tained by researchers using the original method and a weight of 450g. However, the
diffuse brain injuries produced in rats were only similar to those seen in humans when
the rats sustained severe brain injuries. In these cases, rat mortality in the original
article was around 50%, and the cause of death was prolonged apnea post-impact. Rat
survival after impact is critical for studying the progression of DAI. In order to explain
the cause of death in human victims with cranial trauma who do not show gross brain
injury, testing for the presence of DAI is essential. Thus, in order to minimize local
and cervical injuries to increase rat survival, attention should be paid to the following
aspects: a wider head protector disc should be used, the head of the rat should be
elevated at the time of impact, and the foam bed should be soft enough to allow the
movement caused by acceleration. With our modified method, rat survival increased
by 30% compared to the original model (80% versus 50%). Moreover, 85.7% of rats
demonstrated DAI after 24 h of survival. With these modifications, injuries appear in
the same locations as in humans; thus, the method is suitable for the study of trau-

matic DAI in humans.
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Highlights

e The Marmarou model is the standard method for producing diffuse axonal injury (DAI) in rats.

e However, producing DAI similar to that in humans results in severe injuries which reduce rat
survival.

e Increasing rat survival increases the usefulness of the model and is ethically advisable.

e To reduce non-DAI injury, we modified the foam bed, head protector disc, and rat head
position.

e Our Modified Marmarou model reduced rat mortality at 24h to 15.4% and increased the
amount of DAI.
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1 | INTRODUCTION

In 1994, Marmarou and Foda described a new rat model for Diffuse
Axonal Injury (DAI) [1, 2]. Since that time, the model has been used
by many authors [3-13]. It is an easy and cheap method that works
on rats - the most common research animal - with a high degree of
reproducibility that has made it very popular. Using this method, cra-
nial acceleration is generated by the impact of a 450-g brass weight
dropped down a plexiglas tube from a height of 1 or 2m, pushed
only by the force of gravity. The rodent's head is protected by a
10mm-wide metal disc, used as a “helmet”, which allows the energy
to reach the brain while minimizing focal injuries. The force of the
initial impact should not be strong enough to cause skull fractures,
but should still be capable of producing a diffuse brain injury [14]
that is similar to DAI in humans.

In the original publication, dropping the weight from 1meter
high caused axonal injury without producing mortality (mild in-
jury). Dropping the weight from 2meters high produced severe
cranial injury with DAI but also caused 50% mortality among rats.
Subsequent research tested several variations, leading to very dif-
ferent outcomes (Table 1).

Rat death typically happens in the first 20-30min after im-
pact, usually due to prolonged apnea and transient hypertension.
Beyond this point, sudden death rarely occurs [5]. Seeing as apnea
and secondary hypoxia are the main complications, the use of me-
chanical ventilation reduces mortality in cases of severe injury [2].
Mechanical ventilators for small laboratory animals are expensive
and require trained professionals to operate, but they are essential
for avoiding immediate apnea after impact. These devices reduced
mortality in the original article [2] and substantially improved rat sur-
vival in other studies [2, 5, 9].

Direct head impact, with or without cranial protection, leads to
a wide range of clinical outcomes: from no change to severe lesions.
This is due to the rat skull's extremely steep injury tolerance curve
[10]. Moreover, subtle respiration movement during impact can dra-
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It should be emphasized that the aim of the Marmarou model
was to generate diffuse brain injury (and DAI) from linear accelera-
tion in regions remote from a protective disc. Therefore, focal brain
injury under the vertex usually requires the case to be discarded.
Consequently, vertex skull fractures should be prevented as much as
possible. In this sense, the metal disc works as a helmet.

In order to increase survival, Fujita et al. [7] tried modifying the
original method to decrease the kinetic energy of the impact. These
researchers employed 450g from a maximum height of 1m and ob-
tained the best results by means of two impacts at an interval of
3h. Nevertheless, when they used a single impact from 1 m high and
waited 4 h post-impact to euthanize, no axonal change was observed.

Other authors modified the original model by decreasing weight
and adding lubricant into the inner tube [12] to minimize the friction
effect. Foam stiffness was not described by these authors; however,
unlike the original Marmarou study, the rat's head was placed in the
middle of the foam and not at the edge. These factors might explain
why, from a fixed high of 1 m, Ucar et al. obtained a mortality rate of
78.4% with a weight of 450g, 42.8% with 350g, and 7.1% with 300g.
These authors also tied a non-elastic rope to the weight to prevent
a second impact. In every group, there were isolated cases of apnea,
even in the control group, which is not easy to understand. It should
be noted that measures to prevent the lubricant from spilling into
the rat's open scalp ought to be taken to prevent inflammatory or
allergic reactions.

Decreasing kinetic energy is not the only change that has been
tried by researchers. For example, Baranova et al. [3] used the
Marmarou model with 450g from 2m high. Unlike Marmarou et al.,
however, these authors did not consider the resulting injuries to be
severe, but instead found them to be moderate in terms of vascular
response to trauma. As they did not make histopathological exam-
ination to determine DAI, the two studies are not fully comparable.
No quantification of foam stiffness was reported in either study.

The aim of our research was to improve the Marmarou method
to produce diffuse axonal injury (DAI) in rats while improving rat

matically modify the severity of injury [10]. survival.
TABLE 1 Variations in studies using Marmarou and Foda model.
Author (year) Objective Method Results

Marmarou (1994) [1] Trauma level to get 50% mortality

Carré (2004) [5]

Monitoring O, before, during and after
traumatism

Ucar (2006) [12] Trauma level to get moderate injury

450y 500g - 2m
450g-1m

430g-2m

450g,350g & 300g-1m

450g - 2m = Severe injury
450g - 1 m =>Mild injury

Trauma severity not classified

450/350g - 1 m = Severe injury (mortality

Qil in tube 78.5/42.8%)
300g - 1 m => Moderate injury (mort. 7.1%)
Baranova (2008) [3] Study vascular reaction to (moderate) 450g - 2m Vascular changes identified
traumatism
Fujita (2012) [7] Microvascular damage by trauma 450g - 1m 1 impact = No injury

Calikoglu (2015) [4] Pregabaline effect by trauma

450g - 2m (40 cases)

2 impacts = Intense injury (no IHC)

7 respiratory arrest, 4 dilated papilla, 2
deaths, 8 no histopathological injury
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2 | MATERIALS AND METHODS

Animal and surgical procedures used in our research were approved
by the Ethical Committee for Animal Research in Galicia (Exp. 03/15/
LU-002). The experiments were carried out on 60 male Sprague-
Dawley rats weighing 250-300g (five of them were used as
controls). Of these, 20 rats were assigned to the original Marmarou
model group and 35 to the modified model group. They were
anesthetized with 5% isoflurane, first in an induction chamber and
then through a mask to allow medial vertex incision and placement
of disc to the skull between lambda and bregma. During impact, rats
breathed normally without interference. At time of impact, no tube
is in the trachea to avoid interference with head movement. After
impact, rats in both study groups were endotracheal intubated and
mechanically ventilated with O, for 60min or until spontaneous
respiration was recovered. Mechanical ventilation was performed
using a ventilator for small laboratory animals (Naarcobit. KN-472;
Natsume Seisakusho Co., Ltd., Japan). Heart rate was measured by

ECG continuous monitoring. Rat controls did not receive an impact.

2.1 | Skullimpactinjury device

We set up a 2-m-high vertical plexiglass tube with an inner diameter
of 21 mm and outer diameter of 24 mm. Except in the control group,
rats received the impact of a 20mm-wide stainless steel cylinder
weighing 450g. The tube was placed over the rat's head and the
cylinder was accelerated by force of gravity only. The rats received
a single impact. For the original Marmarou model group, we used a
10-mm-wide and 3-mm-thick metallic disc. For the modified model
group, we used a 20-mm-wide and 3-mm-thick disc.

In both groups, discs were glued directly to the skull between the
coronal and lambdoid sutures after removing scalp and periosteum
(Figure 1A). To avoid a second impact, the column was immediately
pushed aside so that the cylinder fell away from the rat.

During impact, rats in the original Marmarou model group were
placed on the original foam (Type E bed, Foam to Size Inc). In the
modified group, we used a 12-cm-thick foam bed made of thermo-
stable polymer polyurethane (density 30kg/m?®, hard), similar to the
one used in the original method (Lirén Sleeping Technology bought
in Lourin Descanso, SL, Teo, A Corufia). In order to minimize atlanto-
occipital joint injury, the foam bed was 1.5cm thinner from the neck
down, as in the original model. A hollow was cut into the foam bed
surface to secure the trunk of the rat, limit lateral displacement, and
prevent the animal being thrown off by impact. The head lay on the
untrimmed surface, so that the cervical spine remained perfectly
aligned with the body (Figure 1B). This allowed free movement of
the head in the direction of the weight's fall.

After the impact, the disc was removed and the scalp was closed
with a continuous silk suture and the surviving rats were keptin stan-
dard laboratory conditions for 24 h. Subsequently, they were anes-
thetized again in an induction chamber and then with a mask. The
chest was opened to reveal the heart and the ascending aorta was

FIGURE 1 (A)Once the rat was anesthetized, a medial
incision was made in the scalp and a 20 x 3mm metal disc was
attached to the skull between the coronal and lambdoid sutures
with surgical glue. (B) In the course of impact, the rat's head lies
a little higher than the body on the foam. At this instant, the
disc has a flat position. The inner diameter of the plexiglas tube
has the same width as the disc.

cannulated and a 10% formaldehyde solution applied with a dropper
until death. After euthanasia, the brain was removed. Necropsy was
performed on rats that had died during the first-hour post-impact
in order to determine the cause of death. In the control groups, we

performed the same procedures without head impact.

2.2 | Histology and immunohistochemistry

Rat brains were fixed directly after removal and fixation in 10% neu-
tral buffered formalin for 24 h. For sampling, three coronal blocks
were made in order to obtain four trimmed specimens from each
brain (Figure 2): block A (between olfactory bulbs and cerebral pe-
duncles), block B (between cerebral peduncles and pons), block C
(containing the cerebellum and brain stem) and block D (containing
frontal cortex and olfactory bulbs). Afterward, specimens were em-
bedded in paraffin using standard techniques.

Brain tissue was cut into a thickness of 4pm and mounted onto
FLEX IHC microscope slides (Dako-Agilent, Carpinteria, CA). After
deparaffination and epitope retrieval (for 20 min at 97°C in EnVision
FLEX target retrieval solution at high pH), immunohistochemistry
was automatically performed using an AutostainerLink 48 immunos-
tainer (Dako-Agilent). Briefly, slides were incubated at room tem-
perature in (1) beta-amyloid rabbit polyclonal antibody (Invitrogen
Cat# 51-2700, Waltham, MA, USA) at 1:100 for 20min; then, (2)
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FIGURE 2 Schematic drawing showing left view of rat brain. For sampling, three coronal cuts (red lines) were made, resulting in four
sections. Blocks A and C showed the highest p-APP expression, and they were used for DAI quantification.

EnVision + Dual Link system-HRP (dextran polymer conjugated
with horseradish peroxidase and affinity-isolated goat anti-rabbit
and anti-mouse immunoglobulins) for 20min; (3) substrate working
solution (mix) (3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride chromogen
solution) for 10min; and (4) EnVision FLEX hematoxylin for 9 min.
Negative controls omitted the primary antibodies.

For immunohistochemical interpretation of beta-amyloid precur-
sor protein (B-APP), we followed the method described by Johnson
et al. [15]. It consists of labeling each slide as negative, focally (mild/
moderate/severe) positive or multifocally (mild/moderate/severe)
positive. Focally positive was defined as staining within a single area
of the slide, whereas multifocally positive involved multiple areas of
the same microscopic slide separated by more than a 200x power
field. Mild was defined as 1-3 axonal profiles per high powered
field (hpf) (400x), moderate as 4-10 profiles per hpf, and severe as
greater than 10 profiles per hpf.

Regarding immunohistochemical quantification and group com-
parison, brain block A (dorsal) and block C (occipital) were examined
in each animal, since B-APP expression was clearly much more in-
tense in those regions. Immunoanalysis focused on the corpus callo-
sum, cortex, basal nuclei (containing caudate nucleus and putamen)
and pons. To be classified as diffuse, the minimum injury was either a
multifocal result in one block or a focal result both above and below
the tentorium (A and C).

Statistical analyses were performed using independent-samples
t-test. Statistical significance was defined as p <0.05. Analysis was

conducted using SPSS software (v.18).

3 | RESULTS

Utilizing the original Marmarou model, the survival rate at 24 h was
50% (10 out of the 20 rats). Some unintended lethal injuries such as
cortical cerebral contusion were found in three rats and depressed

skull fractures with intraparenchymal hemorrhage occurred in four
rats (Figure 3). These focal injuries (classified as “local damage” in
Table 2) appeared in 35% of cases. Other unwanted and lethal in-
juries in the atlanto-occipital joint such as dislocation and/or bleed-
ing appeared in three rats (15%). Nevertheless, the most disturbing
finding was that only 2 (20%) of the surviving rats presented DAI
(Table 2).

In the modified Marmarou model with the same plexiglas tube
and the same cylinder, but with a 20-mm-wide protective disc, a less
elastic foam bed and modified rat position, the survival rate at 24h
went up to 80% (28 out of 35 rats). This was significantly higher than
the 50% survival rate using the original Marmarou model (p=0.02).
Cortical cerebral contusions were found in 4 of the 35 rats (2 of them
presented cranial fracture); thus, 11.4% of the rats showed fatal local
damage. Lethal upper cervical injuries appeared in 3 of the 35 cases
(8.5%). Interestingly, 24 of the 28 surviving rats (85.7%) showed DAL,
a significantly higher percentage than the 20% obtained using the
original Marmarou model (p <0.001) (Table 2). Less serious damage
usually associated with DAI including diffuse subarachnoid hemor-
rhage, small cortical contusions and generalized vascular congestion
was identified with similar frequency using both models (72.2% with
original Marmarou model versus 73.3% with our modified model)
(Figure 3).

Necropsy revealed that causes of death before 24h were very
similar in both models; however, frequencies were different (Table 2).
Most were due to bone and vascular injury at the atlanto-occipital
junction associated with direct damage to the brainstem. A handful
of deaths resulted from cortical cerebral contusion below depressed
skull fractures.

B-APP-immunopositivity was detected mainly in the dorsal (pa-
rietal) cerebral cortex and corpus callosum very close to place of im-
pact but also in more remote locations such as basal cortex, caudate
nucleus, putamen and pons (usually rostral region). This distribution
pattern was similar in both model groups (Figure 4).



JOURNAL OF

FERNANDEZ-LISTE €T AL.

FORENSIC

FIGURE 3 Gross appearance of rat brains upon impact. (A-C) pertain to the same rat in the original Marmarou method group. The rat

did not recover spontaneous respiration 1h after impact and died. The animal was not perfused with formaldehyde, which explains the
normal white color of the cerebral parenchyma. A standard necropsy was immediately done. (A) There was frontal depressed skull fracture
(thin arrow) and cervical injury (thick arrow). (B) Upper view of the brain showing frontal contusion (local damage) (thin arrow), brain stem
hemorrhage (thick arrow), and diffuse subarachnoid hemorrhage. (C) Ventral view of the brain shows more intense subarachnoid hemorrhage
below the hypothalamus, cerebral peduncles, and subdural hemorrhage at pons and medulla signs indicative of severe brainstem injury.
(D-F) show brains of three rats in the modified Marmarou method group. The rats survived 24 h, were anesthetized and perfused with
formaldehyde and then euthanized. The brains show severe vascular congestion (D), diffuse subarachnoid hemorrhage (E), and mild upper

spinal cord injury (E, F). All three rats displayed diffuse axonal injury.

Using the modified Marmarou model, most of the brains (79.16%)
displayed multifocal (diffuse) B-APP immunostaining, whereas five
brains (20.83%) presented B-APP-immunopositivity at focal points
under the impact sites (coup injuries) or in the basal cerebral cortex
(contrecoup injuries). Regarding expression intensity, the vast major-
ity of brains showed severe immunopositivity (18 of 24 rats), a few
moderate (5 of 24) and only one case was considered mild (Table 3).

The only two rats with DAl in the original Marmarou model group
had severe multifocal 3-APP positivity. DAl characteristics were sim-
ilar in both study groups, but statistical comparison was not possible
because of the limited number of DAI cases in the original Marmarou
model group.

No B-APP-immunopositivity was found in brain sections of con-

trol cases.
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TABLE 2 Results obtained from the experiments in our laboratory. 80% of the rats survived 24 h in the modified Marmarou model (right

column) compared to the 50% in the original model (left column).

Marmarou model used in our lab with our rats

Number of rats used 20

Survival rate at 24 h 10/20 (50%)
DAl rate (in the surviving rats) 2/10 (20%)
Local damage rate (lethal cerebral contusion) 7/20 (35%)
Lethal atlanto-occipital injury 3/20 (15%)

Original Marmarou’s model

Modified Marmarou’s model

Modified Marmarou's model
35

28/35 (80%)

24/28 (85.7%)

4/35 (11.4%)

3/35 (8.5%)

FIGURE 4 Immunohistochemical staining of f-amyloid protein precursor (3-APP) of brain sections from rats 24 h after a severe cranial
impact following the Marmarou model (A, B) and our modified model (C, D). Immunolabeling was similar in both groups. f-APP is upregulated
in neurons after severe impact in dorsal cortex (A, C). Axonal damage was identified in the corpus callosum by p-APP antibody in both

bulbs and some fibers (B, D). CA1, Field CA1 Ammon's horn pyramidal layer; CC, Corpus Callosum; DC, Dorsal Cortex; SO, Stratum Oriens

hippocampus. All images were obtained at 100x.

TABLE 3 Semi-quantitative -amyloid inmunoexpression in 24
surviving rats in the modified Marmarou model.

Distribution Result + (%) Intensity Result (%)
Focal 5(20.83%) Mild 1(4.16%)
Moderate 0 (0%)
Severe 4 (16.66%)
Multifocal 19 (79.16%) Mild 0 (0%)
Moderate 5(20.83%)
Severe 14 (58.33%)
4 | DISCUSSION

The major finding of the present study is that making a few sim-
ple modifications to the Marmarou method significantly increases
rat survival at 24h (from 50% to 80%) as well as increasing the

frequency and intensity of DAI (from 20% to 85.7%). We have found
that implementing the following modifications together significantly
improves the original results.

4.1 | Protective disc size

A wider disc (20mm vs. 10mm) is more protective of the cranium
because it provides better dissipation of impact forces throughout
the skull. It also helps to ensure that the metal cylinder hits a flat
position, which is aided by the fact that the internal diameter of the
plexiglass tube is the same as the diameter of the disc. Moreover,
reproducibility is also improved because impact occurs in the same
place. By using a wider protective disc, local effects are minimized
and part of the applied force is redirected toward acceleration. The
aim was to produce a primary brain traumatic injury by means of
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brain movement since DAl in humans is the result of angular or rota-
tional high-magnitude forces of acceleration. Therefore, we sought
to reduce the damage to the cranial bone structure which often re-
sults in focal cerebral injury. In our model, local damage (lethal cere-
bral contusion) decreased from 35% to 13.5%. Nonetheless, four rats
still showed fatal brain contusions. In addition, some rats showed
small non-lethal focal cortical contusions. These injuries may have
been the result of minimal respiratory movement and/or unevenness
when placing the plexiglass tube. The question was what to do with
cases that had no skull fracture but had focal injury just below the
impacted skull (i.e. gross contusions of the frontal/parietal cortex).
Were they caused by skull deformation under the disc or by coup? As
some authors point out [8], these injuries result from direct percus-
sion rather than from coup, which strictly defined, is caused by the
un-deformed accelerated skull striking the brain. Consequently, we

included these cases in the study (5 rats).

4.2 | Soleimpact

To ensure only one impact by the cylinder and prevent recoil, at first
we tried pulling a brake line attached to the upper surface of the
weight cylinder immediately after impact. However, we found this
method very difficult to perform successfully because of the great
visual-motor coordination required to pull the line precisely at the
right moment. It turned out to be easier and more effective to push
the column away from the head immediately after the first impact,

thus preventing a second impact on the rat.

4.3 | Foam bed

Marmarou's original model has certain limitations in terms of reproduc-
ibility. In particular, the lack of consistency in foam bed characteristics
seems to be the factor behind the great disparity in published results.
The original foam bed used by Marmarou is not easy to obtain. Many
foam manufacturers exist and there are a wide variety of options in
the marketplace: closed-cell and open-cell foam; bubbles trapped in a
solid or liquid state; and a variety of materials including polyurethane,
urethane, polyethylene, and polyether. As if that were not enough,
there are also different foam manufacturing processes that modify
the resulting physical characteristics. Despite attempts by several au-
thors [11], no reliable parameter exists to assess foam stiffness and
elasticity. We should keep in mind that mechanic properties are highly
dependent on density. The most important parameters of the foam
bed are the compressive strength that opposes head acceleration
and the elasticity responsible for deceleration. Foam compression
under the impact should be enough to allow as much movement of
rat's head as possible without reaching the floor. That is, the foam bed
should resist the impact of the weight falling from 2m high without
completely collapsing, because total collapse would cause the skull
to hit the solid surface and result in undesirable artifactual trauma.
Conversely, if the foam is too soft, the difference between head and

body movement creates cervical tension that increases mortality in
the first hour. Our modified model minimizes axonal brainstem in-
jury and ultimately reduces mortality from atlanto-occipital injury by
almost half (from 15% to 8.5%). The polymer we used is one of the
most commonly available with a durable open-cellular structure. It
is spongy, cheap, soft enough for compression, and highly elastic to
allow for quick recovery of the original shape. According to the local
manufacturer, it is used for cushions and described as having interme-
diate stiffness. We consider that the foam utilized should meet two
essential conditions: first, it should be strong enough to avoid collapse
and, second, it should recover its original position quickly to avoid the
rat being dragged off the foam bed.

4.4 | Animal position

One of the weaknesses attributed to the original Marmarou method
is the inconsistency between trials when the head is not placed in the
same location, that is, there is a poor fit between the plexiglass tube
and the protective disc that leads to displacement or there is exces-
sive distance between the tube and the cranium. These pitfalls are
due to the fact that the rat's head is not secured to the surface of the
foam bed. During our experiments, the tube was set at a distance of
0.5cm away from the rat's head. As the width of the disc in the modi-
fied method and the inner diameter of the plexiglass tube are comple-
mentary, it allows a perfect fit and makes it easy to place rat's head
just under the middle of the plexiglass tube. The device was placed on
wheels to maintain the aforementioned distance and be able to easily
move it aside in order to prevent second impact. A hollow was cut
into the foam bed surface to secure the trunk of the rat, limit lateral

displacement, and prevent the animal being thrown off by impact.

4.5 | Experimental animals

Our experiment did not include female rats because it is well
known that the neuroprotective effect of estrogens and proges-
terone [16, 17] can cause neurodegenerative gender differences
[18]. Particularly with this method, female rats tend to have better
outcome following DAI [19]. Several more recent studies have also
found gender differences between after 7 days post-injury [18, 20];
while other authors have found no such differences [21]. In order
to obtain the most human-like DAI, we used male rats with more
severe injury and worse prognosis. Moreover, the fact that the fe-
male hormonal cycle was not an issue simplified the handling of the
experiments in terms of rat transport, quarantine times and operat-

ing room availability.

4.6 | Axonalinjury

B-APP immunostaining is currently recognized as the most sensitive
procedure for detecting DAL In this technique, APP antibody is used
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toreflect the accumulation of fast transport APP in aninjured section
of an axon. This marker selectively labels injured axons, which take
the form of axonal bulbs (spheroids) and varicose axons (thick fila-
ments). Because it is an active process that requires a large amount
of energy, the presence of axonal transport indicates animal survival
[22, 23], although marker intensity is not directly related to survival
time [24]. According to many authors, 8-APP expression begins at
2-3hin both humans and rats, increases until it reaches a maximum
at 24 h and then begins to decrease to baseline levels at 10days [25,
26]. Thus, we and many other researchers aim for 24-h rat survival in
order to obtain good B-APP expression and enable intergroup com-
parisons. Surprisingly, our rat study group presented an astonishing
65% increase in DAI frequency, and this was undoubtedly due to the
modifications we made to the Marmarou model.

Regarding the location of B-APP expression, blocks A and C
proved to be the most damaged regions. As bregma was the most
central point of impact and is located just above block A, a high level
of damage in this area was predictable. B-APP expression was found
in the dorsal parietal and frontal cortex, most of the corpus callosum,
and other more distant regions such as the basal nuclei. In occipital
regions (block C), pons and medulla also showed extensive 3-APP ax-
onal positivity. This distribution pattern is very similar to that found
in humans after traumatic brain injury in which the most commonly
affected areas include axons in the brainstem, parasagittal white
matter near the cerebral cortex, and corpus callosum [27]. The fact
that B-APP expression was found in the same locations as in human
brains is valuable since it implies that this experimental method (the
modified Marmarou model) is a good model for the study of trau-
matic DAI in humans.

Semi-quantitative B-APP immunoexpression in blocks A and
C showed a multifocal distribution in almost 80% of the rats.
Furthermore, the intensity of expression was mostly (almost 80%)
severe/moderate. This is of great interest to us, since the distribu-
tion pattern and the high marking intensity are also similar to those
shown by human brains in cases of fatal traumatic damage. The only
two rats with DAl in the original Marmarou model group presented
the same B-APP distribution and intensity (Figure 3). Unfortunately,
it was not possible to make comparisons with other authors who
used the original method because they did not report the distribu-
tion and/or intensity of p-APP immunostaining.

In summary, by making minimal changes to the original Marmarou
model, it is possible to obtain a 30% increase in survival at 24h as
well as a 65% improvement in DAl amount. We believe that these
statistically significant improvements can help future researchers,
especially in the current environment that requires the use of the

fewest experimental animals possible.
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Anexo 2

Anexo 2: Comités de ética

Este anexo incluye:
-Dictamen de autorizacidn de proyecto de experimentacidn animal, Xunta de Galicia (animales)
-Dictamen Comité de bioética de USC (animales)

-Dictamen Comité de ética de la Investigacion Santiago-Lugo (Sergas) (personas)
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27002 Lugo

Asunto: Comunicacién de autorizacion de proxecto.

Remitolle Resolucién de autorizacion do proxecto “Marcadores histoquimicos no
diagnéstico diferencial do dano axonal difuso”, do que é responsable o investigador
Antonio Gonzalez Cantalapiedra e que se vai a realizar no centro usuario de
experimentacién animal da RIAIDT da USC, Campus de Lugo (AE-LU-002).

Lugo, 24 de maio de 2016
O xefe do servizo provincial de
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do Medio Rural e do Mar

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION
ANIMAL

Expediente num.:03/16/LU-002
Interesado:Antonio Gonzalez Cantalapiedra

Procedemento: RESOLUCION DE  AUTORIZACION DE PROXECTOS DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Data de inicio: 30 de maio de 2016

Forma de inicio: solicitude do interesado

ANTECEDENTES

O interesado, como responsable do proxecto Marcadores histoquimicos no

2016, rexistro de entrada 62181/RX 1364447 de 19 de maio de 2016, solicitude para a
realizaciéon do proxecto de experimentacién animal cuxos datos detdllanse 3
continuacion:

® Denominacién do proxecto: Marcadores histoquimicos no diagnéstico
diferencial do dano axonal difuso.

® Nome do centro usuario:Animalario de investigacion do Campus de Lugo (AE-
LU-002).

® Persoa responsable do proxecto: Antonio Gonzilez Cantalapiedra

® Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto (ou lugar
xeografico no caso de traballos de campo): Animalario do Campus de Lugo.

* Clasificacién do proxecto : Tipo 11l

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

l. Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (B.O.E. n2 34, do 8 de febreiro), polo
que se establecen as normas basicas aplicables para a proteccién dos animais
utilizados en experimentacién e outros fins cientificos, incluindo a docencia,
establece no seu artigo 33 as condiciéns de autorizaciéns dos proxectos con
animais de experimentacion.

ll.  Artigo 89 da Lei 30/1992, de 26 de novembro, do réxime xuridico das
Administraciéns Pdblicas e do procedemento administrativo comun (B.O.E.
nam. 285, 27 de novembro de 1992), modificada pola Lei 4/1999, de 14 de
xaneiro, establece que a resolucién que pofa fin o procedemento decidira
todas as cuestidns expostas polos interesados e aquelas outras derivadas do
mesmo.
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autorizacidn.

A autorizacién deste proxecto tera unha duracién de 5 ANQOS, transcorridos os cales,
deberd renovar 3 autorizacion do mesmo.

mes contado a partir da recepcion da notificacién da presente resolucion, conforme
coa Lei 30/1992, do 26 de novembro, (B.O.E. num. 285, 27 de novembro de 1992), de
Réxime Xuridico das Administraciéns Publicas e do Procedemento Administrativo
Comun na sua redaccién dada pola Lej 4/1999, do 13 de Xaneiro.

ada Fernandez




VICERREITORIA DE DESENVOLVEMENTO
CIENTIFICO E TECNOLOXICO
UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Lugo, 18 de maio de 2016

En relacion ao procedemento con animais de experimentacién denominado: “Marcadores
histoquimicos  no  diagndstico  diferencial do  dano  axonal  difuso’ c6digo;
AELUO0O1/15/INVMEDO2/NERV(02)/AGC/08, do que é investigador principal D. Antonio Gonzilez
Cantalapiedra, DNI09280718B, e vista a avaliacién favorable emitida polo 6rgano habilitado HVU
Fundacién Rof Codina con data 23/09/2015, onde o animalario de investigacién do Campus de
Lugo sera o centro usuario nunha das fases do procedemento experimental, manifesta que

cumpre os requisitos esixidos pola normativa vixente.

Asdo:
Sonia Vazquez Rodriguez
Supervisora veterinaria dos animalarios da USC

)\*::SQ,\;\JU

D. Andrés Barreiro Lois
Vicerreitor-de Desenvolvemento Cientifico e Tecnoléxico do Campus de Lugo da Universidade de

Santiago de Compostela
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XUNTH DE GH LlClﬁ Secretaria Técnica CAEI Galicia
Secretaria Xeral B I I C I B
Edificio Administrativo de San Lazaro

CONSELLERIA DE SANIDADE 15781 SANTIAGO DE COMPOSTELA j

Secretaria Xeral TIf: 881 546425 Fax: 881 541804

ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Juan M. Vazquez Lago, Secretario del Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo

CERTIFICA:

Que este Comité evaluo en su reunion del dia 19/05/2014 el estudio:

Titulo: Marcadores histoquimicos no diagnostico diferencial do dano axonal difuso
Promotor: Universidade de Santiago de Compostela

Tipo de estudio:Outros

Version:

Codigo del Promotor:

Codigo de Registro: 2014/217

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los requisitos
legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion biomédica, el Real Decreto
1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos de autorizacion y
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras
biolégicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro Nacional de
Biobancos para investigacion biomédica, la ORDEN SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se
publican las Directrices sobre estudios Posautorizacion de Tipo Observacional para medicamentos de uso
humano, y el la Circular n° 07 / 2004, investigaciones clinicas con productos sanitarios.

La idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio, justificacion de los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.

Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales

Instituto de Medicina Legal Alberto Fernandez Liste

Se recomienda al investigador que la comunicacion entre el equipo investigador y el/la juez/a quede
reflejado en un documento o procedimiento.

En Santiago de Compostela, a 26 de mayo de 2014
El Secretario
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Los TCE cerrados, incluso con pocas lesiones superficiales
pueden causar DAI y la muerte. Es posible detectar el dafo
axonal producido utilizando marcadores inmunohistoquimicos
pero el marcaje es independiente de la etiologia de la

lesion. Este proyecto de investigacion establece criterios que
faciliten un diagndstico mas preciso sobre el DAI. Se han
utilizado modelos experimentales murinos a los que se les
provoco un DAI e isquemia global difusa similares a los

humanos, consiguiendo un patrén de afectacién de areas
cerebrales en rata y una evaluacion de la gravedad del cuadro
que indica el posible origen etiopatogénico de las lesiones.
También analizamos el paralelismo entre los resultados
experimentales y varios casos procedentes de autopsias
forenses para comprobar su utilidad.
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