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1. RESUMEN

CEBALLOS ZAVALA JOSUE FRANCISCO. Analisis de los efectos de la puncion
seca sobre la espasticidad muscular después de la lesion cronica de la médula

espinal (bajo la direccion de: MVZ, Dra. Edna Elisa Garcia Vences).

La lesibn de médula espinal es una condicibn que presenta diversas
comorbilidades, entre ellas, la mas frecuente es la espasticidad. Esta se
desencadena por la denervacion periférica, cambios intrinsecos musculares y la
inhibicibn de los mecanismos de excitacion, teniendo como consecuencia la

atrofia muscular y dolor en los pacientes que la padecen.

A pesar de que existen diversos tratamientos para la espasticidad, aun se
producen reacciones adversas en el individuo; por lo que este proyecto se dio a la
tarea de evaluar los efectos que la técnica de la puncion seca ocasiona sobre la
espasticidad, analizando aspectos clinicos, neurofisiologicos y moleculares
después de una lesion cronica de médula espinal, encontrandose mejoria en la
locomocion, disminucién de la hiperexcitabilidad de las neuronas motoras e
inmunomodulacion de la respuesta inflamatoria a los siete dias después de la

puncion seca.



2. INTRODUCCION

2.1 Marco teorico
2.1.1 Generalidades de la Lesién de Médula Espinal

2.1.1.1 Anatomia y fisiologia de la médula espinal

El tejido nervioso comprendido de aproximadamente 10'? neuronas forma el
intrincado sistema de comunicacion del cuerpo; cabe mencionar que no sélo
existen neuronas en este tejido; sino que se encuentran otras células como lo son
los oligodendrocitos, astrocitos y la microglia que llevan a cabo funciones
determinadas de sostén, mielinizacion, regulacion del metabolismo y defensa
inmunoldgica. Ademas, el tejido nervioso posee un sistema de receptores que
responden a diferentes tipos de estimulos (mecanicos, quimicos y térmicos) que

son transducidos en impulsos nerviosos (1,2).

Anatomicamente, la médula espinal forma parte del sistema nervioso central
(SNC) siendo un conjunto de segmentos funcionales con conexiones aferente-
eferentes para determinada parte del organismo, lo que comprende el sistema
nervioso periférico (SNP). Se encuentra protegida por tres estructuras: la columna

vertebral, las meninges y el liquido cefalorraquideo (3).

La médula espinal es la via conductora de impulsos que van y vienen del cerebro
(2,3). Sus principales funciones son las de transportar informacion entre los
nervios espinales y el cerebro, controlar reacciones autométicas o reflejas y

transmitir impulsos nerviosos a los masculos, vasos sanguineos y glandulas (4-6).

Funcionalmente podemos describir a la médula espinal en las llamadas vias
ascendentes y descendentes. La propiocepcion, el tacto fino y los cambios en la
presion mecanica son estimulos externos que son captados por receptores
sensoriales y son llevados por medio de fibras nerviosas hasta el cerebro, las

llamadas “vias ascendentes” (2, 3, 6).

Por otro lado, tenemos a las “vias descendentes”, las cuales se originan en la

corteza cerebral y se dirigen hacia la médula para controlar a las neuronas



motoras bajas y asi poder llevar el estimulo necesario hasta su destino final, como

un musculo, una glandula u otra célula no neural (2, 3, 6, 7).

De acuerdo a la histologia de la médula espinal la podemos distinguir en dos
areas bien definidas, hacia la periferia se constituye la sustancia blanca que esta
compuesta por axones de neuronas aferentes o eferentes y en la porcién central
encontramos la sustancia gris, la cual concentra los somas neuronales con una

forma caracteristica de “H” (1).

2.1.1.2 Epidemiologia

La Lesion de Médula Espinal (LME) es una de las condiciones clinicas
devastadoras e irreversibles con mayor indice de secuelas que impiden llevar a
cabo la vida productiva del paciente o que conllevan a la muerte del mismo (8,9).
Esta lesion afecta drasticamente la calidad de vida no solo del paciente, sino

también de su familia de manera emocional, social y financiera (10,11).

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no existen datos fiables
sobre la prevalencia mundial; sin embargo, hay reportes de que radica entre 236 y
1 298 por cada millén de habitantes (11-13), con una incidencia mundial anual de
entre 40 y 80 casos por millon de habitantes. La poblacién de mayor riesgo son los
adultos jovenes (20-29 afios) y los ancianos (70 o mas). El 90% de las lesiones es
por alguna de las siguientes causas traumaticas: accidentes de transito, caidas o

actos de violencia (14).

En México, a pesar de que no existen registros epidemiolégicos suficientes; en
1998, Pérez y cols., reportaron una incidencia de 18.1 lesionados por cada millén
de habitantes al afio; siendo la causa mas frecuente la caida de altura hasta en el
34.5% de los casos, seguida de herida por arma de fuego o accidente
automovilistico. En cuanto a la proporcion hombre:mujer fue de 6 a 1; con una

media para la edad de 30.1 afios (15,16).

Para el 2010, habia 3 346 000 habitantes con algun tipo de discapacidad motriz
(17); calculando una incidencia anual de lesion de médula espinal de 18.1 por

cada millon de habitantes, obedeciendo a los parametros mundiales, ya que la



edad promedio oscila entre los 16 y los 35 afios de edad (18), siendo

predominantemente en varones que en mujeres 3.2:1 (16).

La LME representa un problema de salud publica ya que afecta a individuos en
edad productiva y demanda recursos financieros provenientes de los pacientes,
sus familiares y del gobierno (19). Anualmente el derroche econdmico asociado a
LME en Estados Unidos de América y Europa se estima entre $50,000 y $100,000
dolares (20); esto, contemplando los costos directos e indirectos, que van desde
las infecciones postraumaticas, las consultas médicas, los servicios de los

cuidadores y la rehabilitacién, etc. (21,22).

La mortalidad y comorbilidades son muy variables y directamente proporcionales

con la localizacion y la gravedad de la lesion (14).

La lesidn en los segmentos T3 a S3 de la médula espinal, provoca desoérdenes en
el control de los movimientos voluntarios y de sensacién de los miembros por
debajo del sitio de lesion; esto, debido a la interrupcion de las vias ascendentes y
descendentes, teniendo como resultado la presencia de ataxia, paraparesia o
paraplegia, con o sin pérdida de la continencia fecal y/o urinaria y pérdida de la

sensacion de dolor (23).

2.1.1.3 Modelos de estudio

Los modelos animales son métodos de investigacion in vivo empleados para el

analisis de eventos bajo condiciones controladas.

Debido a la necesidad por la busqueda de opciones terapéuticas para el manejo
de pacientes con lesion trauméatica de médula espinal; se comenzo6 a estandarizar
el uso de modelos animales para lograr el entendimiento de la fisiopatologia y asi

dar pie al desarrollo de terapias (24).

Si bien uno de los primeros modelos animales en que se realiz6 la lesion LME fue
en perros (25), existen muchos otros modelos en los que se ha experimentado,
como lo son los roedores, gatos, porcinos, tities y primates no humanos

(24,26,27). De estos, los roedores son la especie mas utilizada hasta en un 92%



de las ocasiones, debido a las facilidades que representa el bajo costo de
manutencion, el amplio conocimiento de su anatomia, la baja frecuencia de
infecciones postquirargicas y el desarrollo de técnicas de analisis funcional bien
establecidas (28). La rata participa en modelos de Lesién Traumatica de Médula
Espinal (LTME) en el 70% de las ocasiones (26).

Para el estudio de LME estan descritos diferentes modelos de lesion, que difieren
entre ellos por su mecanismo de lesion; ademas de los cambios morfolégicos que
presentan; éstos son los de tipo mecanico (contusion, transeccion, compresion,
distraccion/dislocacion y aspiracion) o no mecanico (isquemia, excitotoxico,
fotoquimico y electrolitico) (24,26 ,28-31).

Cada uno de estos modelos, estan descritos en funcién de los posibles objetivos
que pudiesen tener los proyectos de investigacién. Un claro ejemplo de esto son
los modelos de transeccion, los cuales son usados en investigaciones sobre
regeneracion, degeneracion, neuroplasticidad y estrategias de ingenieria de
tejidos (24,26).

No obstante, los estudios en modelos murinos; no deben ser concluyentes para
estudios preliminares debido a las diferencias genéticas, biologicas y fisioldgicas;
por lo que es necesario escalar la experimentacion hacia primates no humanos

antes de generalizar los hallazgos y proceder a estudios clinicos (24).

2.1.1.4 Fisiopatologia de la LME

La LME desde el punto de vista fisiopatolégico puede ser dividida en dos fases, la
primaria y la secundaria. La lesion primaria se produce de manera inmediata, de
segundos a minutos, provocando dafio celular y extracelular ocasionado por el
mecanismo de lesion, ya sea mecanico o no mecanico. Esta sirve como origen
para desencadenar la lesion secundaria constituida por los mecanismos de dafo,
los cuales involucran eventos vasculares, celulares y bioquimicos que ocasionan
dafio a las células residentes que sobrevivieron al dafio inicial, la cual se llevara a
cabo en minutos a semanas. Existen aproximadamente veinticinco mecanismos
secundarios de dafio (20, 32, 33).



Es posible clasificar a la lesion primaria por su morfologia como sigue: impacto
mAas compresion persistente, impacto mas compresion transitoria, distraccion y

laceracion o transeccion (20,34).

Por su temporalidad, la LME se divide principalmente en tres fases: la fase aguda,
la fase secundaria 0 sub-aguda y la fase crénica. En cada fase se involucran
diversos grupos de células y moléculas del sistema nervioso (SN), inmune y
vascular (32,33).

La fase aguda ocurre por el dafo directo del traumatismo, provocando
alteraciones celulares, fisicas y bioquimicas de manera tanto local como sistémica.
Estas reacciones son desencadenadas por la hemorragia, la destruccion de la
barrera hematomedular y la infiltracibn de células inflamatorias ocasionando
hipotensién sistémica, choque espinal, vasoespasmo, isquemia, compromiso de la
membrana plasmatica, trastornos en la homeostasis i6nica y acumulacion de

neurotransmisores (32,35).

La fase secundaria o sub-aguda se lleva a cabo minutos después de la lesion,
perdurando por semanas o meses. En esta fase contintan algunos de los eventos
de la fase aguda (alteracion ionica, edema y muerte celular por necrosis) lo que
generara incremento notorio en el area del traumatismo. Ademas, se llevan a cabo
nuevos eventos, como la formacion de radicales libres, entrada retardada de
calcio, lipoperoxidacion, desmielinizacion y muerte celular por apoptosis (32,33).
Estos mecanismos de dafio estan interconectados, funcionando como un ciclo que
se auto-propaga, y se perpetiian una vez iniciado el traumatismo, ya que debido a
la vulnerabilidad del SNC después de un dafio, la activaciéon del sistema inmune
no cesa y contribuye a que otros mecanismos autodestructivos secundarios

continten con el dafio al tejido neural (36).

La fase crbnica se caracteriza por la formacion de la cicatriz glial y cavidad
quistica alrededor del epicentro de la lesion medular en los 28-42 dias posteriores

a la lesion (32).



2.1.1.5 Mecanismos autodestructivos en la LME

2.1.1.5.1 Despolarizacion de membrana

Una vez lesionada la médula espinal se lleva a cabo la despolarizacién de
membrana de las neuronas ocasionada por los cambios en el balance idnico,
debido a la entrada masiva de iones de sodio (Na*) y calcio (Ca**) al interior de la
célula y la consecuente disminucion de la concentracion de potasio (K*) vy

magnesio (Mg®*) (41).

Estas alteraciones provocan cambios que empeoran las condiciones del medio
favoreciendo aun mas la permeabilidad, la conductancia y las concentraciones
ibnicas, ya que pueden presentarse edema y la liberacibn excesiva de

neurotransmisores excitatorios (33).

2.1.1.5.2 Calcio y excitotoxicidad por glutamato

Podriamos considerar que el desbalance electrolitico de mayor importancia es el
acumulo excesivo de Ca?' intracelular que provoca la sobre-estimulacién de los
receptores de glutamato, el cual es el principal neurotransmisor excitatorio del
SNC, llevandose a cabo la liberacion desproporcionada de éste. Este acumulo
excesivo de Ca?" es el responsable de la destruccién de neurofilamentos,
desestabilizacién de proteinas encargadas del sostén celular y la liberacién de
radicales libres resultando en la activacion de vias de sefalizacion responsables
de la muerte celular. A este fendbmeno se le conoce como excitotoxicidad por
glutamato (33,41).

La excitotoxicidad afecta principalmente a células del SNC como los astrocitos, los
oligodendrocitos y la microglia. Las neuronas y los oligodendrocitos son
particularmente vulnerables a la excitotoxicidad por glutamato debido a la gran
cantidad de receptores con los que cuentan. Son tan vulnerables que este proceso
culmina en la desmielinizacion de los axones y la pérdida de neuronas alrededor
del sitio de dafio (33) provocando marcada reduccion o falta completa de la
transmision axonal, también llamado bloqueo de conduccion; clinicamente, estos

eventos impiden la posibilidad de mejoria en el individuo (42).



2.1.1.5.3 Respuesta inflamatoria

La respuesta inmune en la LME comienza en la fase aguda, efectuando
respuestas celulares y moleculares que conllevan al desarrollo de la respuesta
inflamatoria, que tiene un papel importante en los eventos en cascada provocados

por la lesién secundaria (34).

De manera fisiol6gica uno de los objetivos de cualquier proceso inflamatorio es el
fagocitar los restos celulares en el sitio de lesidon; no obstante, al ser el SNC un
organo inmunoprivilegiado, se desencadena una respuesta descontrolada y
exacerbada, que provoca dafio al tejido sano adyacente al sitio de lesion, por lo

que su papel pareciera ser perjudicial mas que beneficioso (37,38).

En éste proceso inflamatorio se distinguen principalmente cuatro categorias de
células inmunes: los neutrdfilos, los monocitos, la microglia y los linfocitos T. (39)
Los neutréfilos son los primeros en arribar al sitio de lesién y su llegada se da por
reclutamiento del sistema circulatorio mediante la expresion de moléculas de
adhesién en sus membranas, llamadas quimiocinas. Los neutréfilos seran los
encargados en primera instancia de la remocion de restos tisulares; ademas de
liberar citocinas, proteasas y radicales libres. Esto activa otras células de la

cascada de inflamacion, desencadenando dafio y muerte neuronal (37).

Poco después de la llegada de los neutrdéfilos, los monocitos, se infiltran a la
médula espinal diferenciAndose en macréfagos y adquiriendo un fenotipo
proinflamatorio contribuyendo a la produccion de radicales libres y citocinas
proinflamatorias como lo son interleucina-8 (IL-8)*, IL-1B y el factor de necrosis

tumoral alpha (del inglés Tumor Necrosis Factor alpha) (TNFa) (37).

Los radicales libres y las citocinas proinflamatorias contribuyen a la expansion de
la lesién, empeorando el impacto del dafio, esto debido a que los radicales libres
derivados de nitrogeno y de oxigeno pueden formar compuestos altamente

neurotéxicos como el peroxinitrito y desencadenar el fenédmeno de

! Se abreviara IL para referirse a interleucina, seguida de un guion y el nimero de la clase a la que
pertenezca.



lipoperoxidacion y la subsecuente desmielinizaciébn axonal, perdiéndose la

conductibilidad eléctrica por debajo del sitio de lesién (37, 39, 40).

Por otra parte la microglia conforma las células inmunes innatas del SNC, siendo
las primeras células en adquirir un fenotipo inflamatorio, junto a los macrofagos,

cuando se dafia al mismo (1).

El papel que desempefan los linfocitos en la LME es controversial, debido a que
pueden ser activados por antigenos neurales como la proteina basica de la mielina
y considerarse linfocitos T autoreactivos que presentan propiedades
autodestructivas e inflamatorias, ya que las citocinas producidas por estos
promueven la respuesta inflamatoria y con ello la desmielinizacién, provocando la

pérdida de la funcion de las conexiones neuronales con el SNP (40).

2.1.1.6 Dafio al SNP después de una LME

Como ya se explico, a causa de la LME se provoca una “desconexiéon” en el SN,
causando la interrupcion de los factores necesarios para su adecuada funcién.
Dependiendo del sitio de lesion habra distintas poblaciones neuronales afectadas,
y la neurona motora se volvera inexcitable, provocando denervacion periférica,;
esto aunado a la respuesta inflamatoria exacerbada, la desmielinizacion y el
incremento de la excitotoxicidad por el acimulo de neurotransmisores originados
después de la LME, se afectara directamente la placa neuromuscular de los
miembros implicados, pudiendo ocasionar distrofia muscular irreversible (38, 41,
44).

Si la lesion se localiza en neuronas que conectaban el encéfalo y la médula
espinal, se provoca el sindrome de neurona motora alta (SNMA); mientras que, Si
ocurre en la sustancia gris de la médula espinal o algun nervio periférico, se le

denomina sindrome de neurona motora baja (SNMB) (43).

Al interrumpirse la continuidad del SNC en la neurona motora alta (NMA), se esta
ocasionado dafio en las vias piramidales y extrapiramidales, lo cual repercute en
la condicion incapacitante mas frecuente de los pacientes con LME, la
espasticidad (45).
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2.1.2 Fisiologia Neuromuscular

Para que un individuo pueda ejecutar una accién motora, el SN trabaja y se
comunica continuamente con el sistema muasculo-esquelético; bajo una estricta
organizacion y jerarquia. EI SN se encarga de procesar la informacion sensorial y
dar las 6rdenes; mientras tanto, el musculo ejecuta la accién motora (1,2). EI SN
ejecuta control sobre los musculos esqueléticos por dos mecanismos:

a) Control neuromotor:

Es aquel mediante el cual la contraccibn muscular es iniciada por impulsos
nerviosos generados en la corteza motora o en el tallo cerebral, la despolarizaciéon

del sarcolema y el acoplamiento electromecanico.

b) Control neurotrofico:
Este es independiente de la actividad eléctrica de las neuronas motoras y depende
de la liberacion de factores solubles de las terminaciones nerviosas de las

neuronas motoras a la unién neuromuscular (38).

El SN envia sefiales para la locomocion a través de diferentes vias, la NMA y la
neurona motora baja (NMB). En términos generales, la NMA comienza desde la
corteza cerebral, sigue su recorrido por la decusacién piramidal, y termina en las

astas ventrales® de la médula espinal.

Posteriormente la sefial llega a las interneuronas para continuarse con la NMB, la
cual inerva la gran parte de los 6rganos del cuerpo, incluyendo a los muasculos

esqueléticos (42).

Las vias supraespinales incluyen: las vias corticoespinales (o piramidales) y las
vias cortico-troncoespinales (1). Las fibras nerviosas corticoespinales acttan
sobre las neuronas motoras bajas, tanto alpha (a) como gamma (y),
principalmente a través de interneuronas. Asi, las vias descendentes influyen en la

funcion motora espinal de dos maneras: 1) comandar la actividad de las neuronas

% En el texto se manejard como dorsal o ventral para referirse a las astas de la médula espinal de
acuerdo a la anatomia topogréfica veterinaria, mientras que en humanos seria posterior o anterior
respectivamente.
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motoras bajas para la realizacion de movimientos voluntarios y 2) facilitar o inhibir

los circuitos reflejos espinales (50).

La accién sobre las neuronas motoras y ayuda en el mantenimiento de la actividad
excitatoria de los receptores en los husos musculares, contribuyendo a la
excitacion de las neuronas motoras a, por la via del bucle y-motor, en la

produccion del tono muscular (47,48).
2.1.2.1 Las unidades motoras

Los musculos esqueléticos son caracterizados por una respuesta de contraccion
precisa y rapida de una o grupos de fibras inervadas por una neurona motora
comun, a este conjunto se le llama “unidad motora”. Las fibras musculares
inervadas por una unidad motora deben ser activadas independientemente de las
fibras musculares en otras unidades motoras (48).

Para que un musculo esquelético pueda contraerse se necesita que un estimulo
eléctrico cause un potencial de accidn y sea transformado en sefial quimica, dicha
transformacioén se lleva a cabo en la unién o placa neuromuscular, que es la union

entre el axon de una neurona y la fibra muscular (49).

El grado de contraccion muscular se debe al nimero y tipo de unidad motora que
se activen al mismo tiempo (45). Reclutando primero unidades motoras pequefias,
las cuales inervan pocas fibras musculares, pero si se necesita mayor fuerza se
tendran que reclutar unidades motoras mas grandes y por lo tanto mas fibras

musculares.

2.1.2.2 La placa neuromuscular
Los componentes y funciones de los elementos que conforman la placa
neuromuscular son (1, 38):

= Neurona motora baja: Su soma se localiza en las astas ventrales de la

meédula espinal, mientras que su axon recorre el nervio periférico.
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= Terminal presinaptica: Constituye el botén axdnico amielinico y se pone en
contacto con el érgano efector.

» Espacio o hendidura sinaptica: es una separacion de aproximadamente 50
nm de ancho, contiene liquido extracelular y moléculas para la adhesion
sinaptica entre la neurona y el masculo (38,48).

» Terminal postsingptica: formada por la membrana celular de las fibras
musculares estriadas esqueléticas, presenta invaginaciones o pliegues de
unién que aumentan la superficie de contacto, dichos pliegues contienen
receptores para acetilcolina (ACh), siendo este el neurotransmisor
implicado en esta sinapsis (1, 38, 50).

La sefial eléctrica que llega a la NMB se transmite por conduccion ortodrémica
hasta la terminal presinptica, que es donde se provocara la activacion de los
canales de Ca*" voltaje dependiente por potencial de accién. Una vez abiertos
estos canales, se facilita la entrada masiva de Ca*" a la terminal presinéptica
provocando la liberacidon de vesiculas por medio de exocitosis, las cuales
contienen ACh. La ACh se unira a los receptores nicotinicos ubicados en la
terminal postsinaptica en la superficie de la membrana del musculo, esta unién es
de apenas unos milisegundos (ms) y va a permitir la activaciéon de canales de

calcio dependientes de voltaje presentes en el sarcolema (1,47).

Con la liberacién del Ca*, desde el reticulo sarcoplasmico, se activaran las
proteinas como la actina y la miosina, las cuales son necesarias para la

contraccion muscular (1).

Ya que la ACh es liberada, se degradada por la enzima acetilcolinesterasa
(AChE). Los productos de degradacion son el acetato y la colina, esta Ultima es
reciclada para ser usada posteriormente en la formacién de nuevas moléculas de
ACh (48,51).

Estos eventos culminan con el retorno de la membrana postsinaptica al potencial

de reposo y asi iniciar este ciclo para una nueva contraccién muscular (1, 38, 47).
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Se conoce gque el potencial de membrana en reposo del musculo estriado es de
entre -80 a -90 milivolts (mV), mientras que el de la NMB es de -70 mV (1, 51, 52).

2.1.2.3 Acoplamiento excitacidon-contraccion
Las células del musculo esquelético presentan un caracteristico potencial de
reposo de la membrana, el cual, en presencia de un estimulo de despolarizacion

ocasiona la contraccion del musculo (38).

Cuando el misculo se encuentra en reposo, los iones Ca®" se encuentran dentro
del reticulo sarcoplasmico. Para que los iones de Ca** sean liberados se necesita
de la llegada de un potencial de accion, llevado por los tdbulos T, al reticulo

sarcoplasmico.

Los iones de Ca*" liberados al sarcoplasma (citoplasma de la célula muscular) se
unen al sarcomero, el cual es la unidad contractil basica de la fibra muscular, éste
se acorta y se provoca la contraccion muscular. Una vez transmitido el potencial
de accién se vuelve a bombear el Ca?* al interior del reticulo sarcoplasmico y asf

se produce la relajacion muscular (52,53).

2.1.2.4 Espasticidad

Clasicamente se ha descrito a la espasticidad como un desorden del movimiento
voluntario en los musculos implicados por debajo del sitio de lesion, donde existe
incremento ténico dependiente de la velocidad en los reflejos de estiramiento (54).
Este incremento se debe al dafio en las sefales inhibitorias supraespinales,
presentandose asi la hiperexcitabilidad de los reflejos miotaticos espinales como
un componente del SNMA (55-57).

La espasticidad se presenta hasta en el 70% de los pacientes que sufren LME
cronica (47,48,55); siendo los muasculos antigravitatorios, por debajo del sitio de

lesion de la médula espinal, los mas afectados (55).

Para el mejor entendimiento de la espasticidad; es necesaria la descripcién de
algunos otros términos como lo es la hipertonia, la cual es entendida como la

resistencia al movimiento pasivo de una extremidad, que se presenta en pacientes



14

con lesiones de la NMA. En el SNMA, la hipertonia la podemos dividir en dos
componentes: 1) la mediada por reflejos, que corresponde a la espasticidad y 2) la
debida a cambios del tejido, también llamada hipertonia no refleja o intrinseca
(Figura 1) (57).

Reflejos
exagerados
de
estiramiento

HIPERTONIA

Sintomas
positivos del
SNMA

Cambios
biomecanicos

Figura 1. Factores que desencadenan hipertonia. Figura que muestra las

diversas causas de hipertonia; aqui se mencionan las correspondientes a la LME.

Como consecuencia de ello, se producird espasticidad y cambios en las
propiedades viscoelasticas del mduasculo; que en conjunto ocasionara

contracciones musculares sostenidas (63).

La espasticidad, a grandes rasgos, esta compuesta de sintomas positivos y
negativos. Los sintomas positivos se deben a la liberacion de circuitos excitadores
mientras que los negativos reflejan la disfuncion de los haces corticoespinales
presentandose como hipotonia y pérdida (o reduccién) de los reflejos profundos de
los tendones (Cuadro 1); de los cuales los sintomas positivos son mas sencillos de

identificar y tratar que los negativos (64).
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Sintomas negativos en el

Sintomas positivos en el SNMA:

SNMA:
Clonus ' Paresia
Espasmos flexores Pérdida de la destreza
Distonia Fatiga rapida
Hiperreactividad de reflejos cutdneos y .
] Debilidad
autbnomos

Anomalias posturales Alodinia

Cuadro 1. Sintomas del Sindrome de Neurona Motora Alta (SNMA). En éste
cuadro se puede diferenciar entre los sintomas caracteristicos positivos vy
negativos del SNMA.

Actualmente se han hecho algunas adiciones a esta definicion con la finalidad de
cubrir todos los signos y sintomas que se presentan en esta patologia tan
heterogénea; cuyo abordaje debe ser multidisciplinario (58,59), por lo que existen
diversos autores que proponen la inclusion de evaluaciones tanto objetivas como
subjetivas para la valoracion de la espasticidad ténica, espasticidad fasica,
espasmos involuntarios y calidad de vida; para poder ofrecer la terapia mas

adecuada al paciente (59-62).

Otra de las consecuencias de la LME, son los cambios biomecanicos, que
corresponden al aumento en la rigidez articular; esto, como producto de alguna de
las siguientes tres causas: rigidez muscular pasiva, rigidez refleja mediada

neuralmente, rigidez del musculo activo (65).

2.1.2.4.1 Fisiopatologia de la espasticidad

Inmediatamente después de la LME, se presenta paralisis flacida con duraciéon de
uno a tres dias o hasta algunas semanas; que eventualmente conllevara a la
espasticidad (48).
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Semanas después comienzan a presentarse los signos de la espasticidad, como
la hiperreflexia, el incremento del tono muscular y los espasmos (38,45).

Este incremento se debe al dafio en las sefiales inhibitorias supraespinales que
ejercen las interneuronas, las cuales funcionan como centros de integracion de las
ordenes supraespinales, es decir, como centros de integracion premotoneuronal.
Estas ejercen su accién a través de la liberacion de neurotransmisores, como el
acido gamma amino butirico (GABA), capaces de modular el potencial de accién
(47,48); pero, durante la LME; pierden su capacidad de inhibicion, presentandose
asi la hiperexcitabilidad de los reflejos de estiramiento (55,56). Esto, aunado a los
cambios secundarios del tejido blando de los miembros paralizados provoca la
resistencia al movimiento pasivo, signo caracteristico de los pacientes con LME
(66).

Retomando el desbalance iénico que se lleva a cabo en la LME; se debe enfatizar
gue éste no se da Unicamente a nivel de las dendritas o la hendidura sinaptica del
SNC, sino que también puede presentarse en los botones sindpticos y uniones
neuromusculares, induciendo con ello una contraccion sostenida involuntaria
causada por la ATPasa dependiente de Ca’, desencadenando a su vez la
produccion de una serie de mecanismos lesivos para el organismo como la
liberacion de neurotransmisores como ACh y la produccion de radicales libres
como 6xido nitrico (del en inglés nitric oxide o NO) por las sintasas constitutivas, la
activacion de caspasas, lipasas y fosfolipasas (todas estas dependientes de Ca®")
provocando la inevitable muerte neuronal y muscular en las zonas afectadas
(54,69,70).

Debido a la alta demanda de la ATPasa dependiente de Ca’, se consumen
grandes cantidades de adenosin trifosfato (del inglés adenosine triphosphate o
ATP). ElI ATP, de manera fisiologica, es liberado a la matriz extracelular gracias a
la activacion de los canales de panexina 1 (Panx1) (71-73); ya en este lugar facilita
la accion de ACh (74), incrementa la actividad del receptor de ACh (AChR) (75),
activa los canales de K* (76) e inhibe los canales de cloruro (CI) a través de la

activacion de los receptores purinérgicos P2Y; (77).
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Durante la LME se lleva a cabo la sobreexpresion de Panxl y la expresion de
receptores purinérgicos ionotropicos (P2X7Rs) y conexinas (Cxs) para cubrir las
necesidades de la ATPasa dependiente de Ca?*; provocando entre otras cosas
gue los niveles tan elevados de ATP fuera del sarcolema causen incremento en la

permeabilidad de membrana a iones y moléculas pequeiias (78).

A pesar de los esfuerzos por mantener la contraccion muscular debido a la
espasticidad, los requerimientos de ATP no se logran cubrir; siendo una de las
consecuencias la activacion de otras vias metabdlicas, como la de ubiquitina-
proteosoma y asi obtener una fuente adicional de energia, por lo que se
consumiran las proteinas de los musculos comprometidos, evento que provocara

la atrofia de los mismos (38).

2.1.2.4.2 Respuesta inflamatoria en la espasticidad

Gracias a novedosos descubrimientos, se ha llegado al entendimiento de que las
células musculares son células de tipo no inmunolégico que ante un estimulo
inflamatorio actian como recurso de mediadores y llevan a cabo la expresion de
una gran variedad de citocinas proinflamatorias, también llamadas miocinas;
guimiocinas y moléculas de superficie; lo que contribuye al sostén y amplificacion

de la inflamacion local (79,80).

Como en todo proceso inflamatorio, una vez que es identificado el dafio, se inicia
la respuesta innata con el arribo de células como los neutréfilos y macréfagos,
cuyo objetivo principal es fagocitar los detritos necroticos y establecer la periferia
del area lesionada. Estas células secretan citocinas que incrementan la extension

de la inflamacién (38).

Mediante diversas técnicas de biologia molecular, se ha logrado identificar que, en
el estado proinflamatorio de las miofibrillas, se lleva a cabo la expresion de
factores como IL-8, IL-1B, TNF-qa, IL-1-q, IL-6, IL-2, interferon gamma (IFN-y), la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (del inglés monocyte chemotactic protein
1 o MCP-1) y RANTES (del inglés Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed, and Secreted), ademas de la infiltracion de leucocitos y células



18

endoteliales (81). De igual manera se han identificado citocinas antiinflamatorias
como IL-4, el factor de crecimiento transformante (del inglés transforming growht
factor- B o TGF- B) e IL-10 (82).

Se debe resaltar la funcion que desempefian algunas de estas citocinas; por
ejemplo, IL-8, esta presente en el proceso tanto agudo como cronico de la lesion y

es un potente quimioatrayente de neutrofilos (83).

IL-6 también es Unico en su funcidén ya que guia la transicion de la fase aguda

hacia la crénica modificando el fenotipo de las células (38, 80, 84).

IL-1B es capaz de producir inflamacion sistémica a través de la activacion de la via
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) con la consecuente formacién de prostaglandinas
(PGE-2) que tienen su efecto en el hipotdlamo anterior. Es bien sabido que
durante los procesos inflamatorios se producen radicales libres que son
perjudiciales; sin embargo, existen sus excepciones ya que la produccion de NO
en grandes cantidades y por tiempo prolongado , a partir del estimulo que ejerce
IL-1B8 sobre la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (del inglés inducible nitric
oxide synthase o iINOS) en células inmunes como macréfagos y neutrofilos,
siendo el NO potente vasodilatador de los vasos sanguineos circundantes, lo que
facilita la llegada de mas células al sitio; ademas del incremento en la oxigenacion
(85).

Particularmente en el musculo esquelético inervado se produce el factor
neurotroéfico ciliar (del inglés ciliary neurotrophic factor o CNTF), el cual proviene
de la superfamilia de las IL-6, quien desencadena una gran cantidad de
respuestas inflamatorias induciendo efectos caquécticos, fiebre sistémica y

respuesta proteica hepética de fase aguda (38,80).

Otra de las moléculas presentes en las miopatias es la molécula de adhesion
intercelular-1 (del inglés intercellular adhesion molecule-1 o ICAM-1), la cual es
expresada no solo en el endotelio de las arteriolas y vénulas; sino también en las
fibras musculares, sobre todo en las no necroticas, que se encuentran invadidas

de células mononucleares. Esto sugiere que esta molécula esta implicada en la
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interaccién de los leucocitos con el endotelio y en procesos citotoxicos; lo cual

contribuye al proceso de limpieza del area comprometida (80, 86-88).

No es la excepcibn que en la LME estos mecanismos proinflamatorios
desencadenados en la médula espinal contribuyan en gran parte a la apoptosis y
posterior atrofia muscular debido a la activacion del factor de transcripcion NF-kB

(del inglés nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells) (78, 80).

2.1.2.4.3 Actividad eléctrica en un musculo espastico

El cronometraje de la actividad muscular es un método analitico utilizado para el
entendimiento del control del SN sobre el movimiento (89), siendo el método mas
utilizado la electromiografia (EMG), la cual afiade un contexto fisiol6gico a los
patrones de movimiento observados en un individuo o eventos andémalos

especificos durante el movimiento (90).

La EMG se refiere a los métodos de estudio de la actividad eléctrica del musculo y
clasicamente se evallan tres parametros: la amplitud, la frecuencia y el tiempo.
Estos nos ayudaran a discernir si la actividad espontanea presentada es normal o
patologica de acuerdo a las caracteristicas de los potenciales; se entiende como
actividad espontanea a aquella actividad eléctrica que puede ser registrada a partir
de un musculo completamente relajado después del cese de la actividad inducida

y cuando el electrodo no esta siendo movido (91).

Como ya se habia mencionado, los déficits en los mecanismos o vias de control
motor como la excitabilidad de la neurona motora a, la inhibicién presinaptica, la
inhibicién reciproca, la inhibiciéon recurrente y los cambios polisinapticos son
responsables de la espasticidad (92,93) y pueden ser registrados gracias a la
EMG.

Dentro de las pruebas establecidas para la evaluacion mediante EMG de la
espasticidad, se encuentra la determinacion de la onda M, la cual se refiere a un
potencial de accibn compuesto evocado de un musculo como resultado de un

estimulo eléctrico simple a su nervio motor, por convenio la onda M, ocasionada
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por la estimulacién supramaxima es usada para estudios de conduccién nerviosa-

motora (94).

Para su andlisis se determinan latencia y amplitud; la latencia, normalmente
denominada latencia motora, es la duracion expresada en ms al inicio de la
primera fase, ya sea positiva 0 negativa, de la onda M; esto describe al intervalo
de tiempo entre el inicio del estimulo y de su respuesta, se nombra también
latencia de inicio. En términos fisiolégicos representa tres eventos; el tiempo que
toma el impulso en viajar a lo largo de las fibras nerviosas y su arborizacion
terminal a partir del punto de estimulacion, el retraso que ocurre a la union
neuromuscular antes de que las fibras musculares sean excitadas, el cual es de
aproximamente 1 ms, y el tiempo que toma el impulso en viajar a lo largo de las

fibras musculares a la zona de lectura del electrodo de registro (95,96).

Entretanto la amplitud expresada en mV corresponde a la amplitud del pico en
relacion a la basal durante la primera fase negativa a menos que se especifique lo
contrario (97), esto relaciona al niumero de fibras activadas, la distribucién de sus
velocidades de conduccion, la distancia entre los electrodos de registro y
estimulacion y la distancia del nervio a los electrodos de registro (94).

En aquellos pacientes que padecen SNMA se han evidenciado anomalias en la
EMG, traducidas en la alteracion del reclutamiento de las unidades motoras,
alteraciones en el orden de reclutamiento y cambios en los patrones de descarga

de unidades motoras (98).

Cabe mencionar que el voltaje promedio de amplitud aumenta en pacientes que
presentan espasticidad debido a la hiperexcitabilidad neuronal que presentan (91).
En las fases aguda y crénica en la LME se ha descrito que hay presencia de

actividad espontanea anormal (43).

2.1.2.4.4 Tratamiento para la espasticidad
El manejo optimo del paciente con espasticidad va a depender del entendimiento
de la fisiopatologia y conciencia de la historia natural de la enfermedad (99); asi

como de las ventajas y desventajas que cada uno de los modelos de tratamiento



21

provee. Dentro de las caracteristicas clinicas a evaluar se encuentra la distribucion
de la espasticidad, ya sea localizada o generalizada. Si bien no resulta una
decision sencilla, se debe evaluar la respuesta del tono muscular y de su efecto en

el sistema musculo esquelético (96, 99).

En la practica médica existen muchas opciones para disminuir la espasticidad, que
van desde las no invasivas como la medicacion con farmacos antiespasticos y la

fisioterapia hasta el uso de técnicas invasivas como lo es la cirugia (45, 100).

Actualmente es posible clasificar los tratamientos farmacolégicos en tres grupos
principales (63,95):

1. Farmacos sistémicos: Ej. baclofeno, dantroleno, tizanidina, diacepam,
cloracepato dipotasico, clonacepam y clonidina.
DESVENTAJAS DE SU USO: Estos farmacos no son selectivos y pueden
causar pérdida de la funcion; tolerancia al cabo de pocos meses; provoca la
disminucion de la fuerza en masculos normales.
Cabe resaltar que ninguno es lo suficientemente efectivo para disminuir la
espasticidad.

2. Neurolisis quimica: Se basa en la inyeccién de algun alcohol, como el fenol,
para el bloqueo nervioso y de los puntos motores.
DESVENTAJAS DE SU USO: Ocasiona pérdida de la sensibilidad en la piel
y disestesia o sindrome de dolor regional complejo; ademas de generar
tolerancia con el uso prolongado.

3. Inyeccién de toxina botulinica tipo A (BTX-A): Se fundamenta en la
inhibicion de la liberacién de acetilcolina en la hendidura sinaptica.
Ha mostrado ser un agente antiespastico efectivo y causa efectos adversos
menores como erupciones cutaneas, sintomas de ataque al estado general
y debilidad en los masculos tratados.
Debido a su gran valor terapéutico, es la terapia farmacolégica mas

empleada.
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Dentro de la rama de la fisioterapia, existe una técnica denominada puncién seca
profunda (PSP) en el tratamiento de Puntos Gatillo Miofasciales (PGM) (96).

A continuacion, se contrasta el tratamiento con BTX-A contra la puncién seca (PS)
de los puntos gatillo (PG) (Cuadro 2):

Técnica Zona de efecto Mecanismo de accidon Efectos

Inhibe los receptores

BTX-A Placa motora Quimica -
de acetilcolina

o Ruptura de la placa
PS-PG Placa motora Mecanica . )
motora disfuncional

Cuadro 2. Comparativo de los tratamientos de mayor uso por mecanismo de

accion. Se contrastan los tratamientos BTX-A y PS de los PG).

2.1.3 Puncidon Seca

La PS es una técnica terapéutica practicada por muchas disciplinas, tales como la

fisioterapia, la medicina, incluyendo la veterinaria y la odontologia (101).

El objetivo de la técnica se basa en el tratamiento del dolor y la disfuncién en
diferentes tejidos corporales mediante la introduccion de un filamento sélido a
través de la piel sin la introduccion de algun farmaco, de ahi el nombre de la
técnica, considerandose de invasién minima, de bajo riesgo para el paciente, de

bajo costo y facil de aprender (102).

La PS se puede clasificar en puncion seca superficial (PSS) y PSP o puncion seca
de los puntos gatillo (PSPG) atravesando diferentes planos anatémicos segun la
variacion utilizada (101). Esta técnica fue originalmente descrita por Travell y Bobb
para la inyeccion de los PGM (104).

La técnica consta en insertar y retirar, de manera rapida, la aguja en multiples
direcciones para encontrar un sitio sensible en una regién del PGM. Se prefiere
gue se haga de manera rapida la insercion y retiro ya que de esta forma se evita

un dafio causado a la fibra tisular durante una insercién lenta o por la respuesta de
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espasmo local provocada por la puncion. De esta manera, el dolor causado por el
PGM puede ser eliminado completamente de manera inmediata después de haber
puncionado estos mudltiples sitios sensibles (111,112). La multipuncién
generalmente provee efectos mejores y mas rapidos para el control inmediato del
dolor (101).

Para que la terapia sea efectiva, se busca la respuesta de espasmo local (REL)
que es la contraccion subita de las fibras musculares pertenecientes a una banda
tensa; estas contracciones son producto de los reflejos de la médula espinal
inducidos por la estimulacion de la zona sensitiva en la region del PG, lo que

indica que la aguja fue introducida de manera precisa (113, 114).

Existen diversos mecanismos benéficos a raiz de la PS; inicialmente se observa la
destruccion de la placa motora disfuncional que causa un PGM, asi como del
acortamiento de los miocitos, y sus sarcémeras, relacionados con dicha placa
motora, esto debido a que el tamafio de la aguja va de los 160 a 450 ym de
diametro, mientras que el diametro de un miocito es de 20 a 60 ym (101). Este
mecanismo abre paso a la remodelacion tisular al provocar la polarizacion
eléctrica del muasculo y del tejido conjuntivo con transformacion del estimulo

mecanico en actividad eléctrica (115).

De manera fisiolégica, los musculos poseen muchos tipos de nociceptores que
pueden ser activados a través de diversos procesos de caracter mecanico y
quimico (103); por lo que en esta terapia se lleva a cabo la ruptura mecénica de
las placas motoras terminales disfuncionales, provocando una REL, que

promueven la persistencia de la placa motora disfuncional (96).

De acuerdo con Simons y cols. un PG es una zona hiperirritable localizada en una
banda tensa de algunas fibras de un muasculo esquelético que tienen origen
enddégeno con independencia de la actividad electrogénica (104); que generan
alodinia e hiperalgesia a la compresion, la distension, la sobrecarga o la
contraccion del tejido, que generalmente responde con dolor referido que es

percibido en una zona alejada de la original (105).



24

Los PG pueden provocar disfunciones motoras, por ejemplo, debilidad muscular,
incremento de la irritabilidad motora, espasmo, desequilibrio muscular y

alteraciones en el reclutamiento motor (106).

Entorno a los PG, existen acumulaciones de sustancias que estaran promoviendo
la formacién de zonas hiperirritables. De estas sustancias podemos mencionar
neurotransmisores, como la ACh; y citocinas proinflamatorias como la IL-6, L1,
TNFa; ademas de bradicinina y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(del inglés calcitonin gene related peptide o CGRP), el cual amplifica la liberacion
de la ACh e inhibe a la AChE, lo que alimenta el circulo vicioso para mantener los
PG (107,108).

De manera caracteristica, los PG presentan su microambiente con bajas
concentraciones de oxigeno debido a la contraccion muscular sostenida, lo que
provoca un descenso en el pH por debajo de 5, lo que es suficiente para activar a

los nociceptores musculares (109,110).

El pH bajo reduce la cantidad de AChE en la unién neuromuscular y desencadena
la respuesta inflamatoria muscular disminuyendo el umbral mecénico y la

activacion de los receptores nociceptivos periféricos (101).

2.1.3.1 Puncion seca después de la LME

De manera simultdnea se ha observado disminucion inmediata en las
concentraciones de varios neurotransmisores, incluyendo el CGRP y la sustancia
P, asi como de las diversas citocinas e interleucinas, antes mencionadas, en el
liquido extracelular del entorno local del PG; a pesar de ello, no logran alcanzar las
concentraciones normales en musculo (116). La disminucién de las
concentraciones de estos compuestos puede deberse al incremento local del flujo
sanguineo, a la interferencia con los canales de membrana o bien a la alteracion
de los mecanismos de transporte en relacion con la aparicion de una respuesta
inflamatoria brevemente potenciada (117). Sin embargo, el efecto locomotor,
molecular y eléctrico que puede tener la PS sobre la espasticidad muscular, asi

como el momento en el cual es mejor emplearla no ha sido caracterizado.
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2.2 Planteamiento del problema y justificacion

La espasticidad es una secuela frecuente después de la lesion cronica de la
médula espinal y tiene repercusiones negativas en la calidad de vida del paciente.
Actualmente existen tratamientos invasivos y no invasivos. Dentro de los
tratamientos poco invasivos para disminuir la espasticidad podemos mencionar la
PS, una técnica novedosa con un gran éxito en la practica clinica, sin embargo,
aun no se aclaran los mecanismos que se llevan a cabo después de su utilizacion
en pacientes con lesion medular. Es por eso que con esta investigacion se
pretende conocer los cambios que ocurren a nivel motor, eléctrico y molecular
para poder aportar datos para elaborar planes de tratamiento mas acertados
(Figura 2).

Espasticidad ocasionada por LME

VBBB EMG Citocinas A ABBB EMG Citocinas
I
L Proinflamatorias L Proinflamatorias
 m |
iINOS 8 iINOS
i
M atencia ATNF-a "g VLatencia WTNF-a
AMAmplitud IL-1B 2 W Amplitud IL-1B
COX-2 = COX-2
a
Antiinflamatorias | Antiinflamatorias
IL-4 | IL-4
vIL-lO V AIL-10
AChE AChE

Figura 2. Hipotesis grafica de los efectos de la puncion seca sobre la
espasticidad ocasionada por la LME en diferentes métodos de
valoracién. Notese que los términos de medicion son la escala de
locomocion a campo abierto de Basso, Beattie y Bresnahan (BBB), EMG y la
medicion de citocinas tanto proinflamatorias y antiinflamatorias mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (del inglés

reverse transcription polymerase chain reaction o RT-PCR).
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2.3 Objetivo general
Evaluar la espasticidad muscular y la expresidon génica de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias en los musculos gastrocnemios de ratas con

LTME croénica con y sin puncién seca.

2.3.1 Objetivos particulares

1) Evaluar la funcidbn motora mediante la escala BBB en ratas con LTME
cronica a nivel de T9 con y sin puncion seca.

2) Evaluar la espasticidad del masculo gastrocnemio mediante la técnica de
EMG en ratas con LTME crénica a nivel de T9 con y sin puncién seca.

3) Analizar la expresion génica de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1f,
INOS y COX-2) en el musculo gastrocnemio de ratas con LTME crénica a
nivel de T9 con y sin puncion seca.

4) Analizar la expresion génica de citocinas antiinflamatorias (IL-4 e IL-10) en
el masculo gastrocnemio de ratas con LTME crénica a nivel de T9 con y sin
puncion seca.

5) Analizar la expresion génica de AChE en el masculo gastrocnemio de ratas

con LTME crénica a nivel de T9 con y sin puncién seca.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos, siendo la variante el tiempo de analisis después
de la puncién seca (3 horas y 7 dias), en cada uno de ellos se formaron 2 grupos:

Grupo 1: Ratas con LTME con puncidn seca

Grupo 2: Ratas con LTME sin puncion seca

Nota: Se usaron 5 animales como control de la espasticidad para todos los

experimentos, los cuales no fueron sometidos a LTME.
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3.2. Caracteristicas de la muestra

Se utilizaron 24 ratas hembras Sprague Dawley (resistentes a desarrollar
encefalomielitis alérgica experimental o EAE) de un peso de 270-300 g, provistas
por el Instituto Camina A.C.

Para llevar a cabo la evaluacién de la espasticidad muscular y el andlisis de
expresion de iINOS, COX-2, IL-1B, TNFa, IL-10, IL-4 y AChE; se realizé un estudio
longitudinal llevando a cabo las pruebas hasta los 30 dias después de la LTME a
nivel de T9, los animales fueron evaluados para analizar la recuperacion motora
(escala BBB) cada 7 dias. La espasticidad muscular se evalu6 mediante
electromiografia, una vez transcurridos los 20 dias después de la LTME, tiempo en
el cual se realizé la puncion seca a 10 animales, con la previa localizacion del
punto gatillo en el masculo gastrocnemio. Tres horas y 7 dias después de la
puncion seca, se evaluaron los animales con la escala BBB y electromiografia

para analizar su efecto sobre la espasticidad muscular.

Una vez que se realizd la evaluacién, en cada uno de los tiempos
previamente mencionados, se llevd a cabo el analisis de expresion geénica,
formando para tal efecto 2 grupos (sin puncion seca, con puncion seca) / tiempo
con 5 animales al azar, obteniendo RNA (del inglés ribonucleic acid) total del

musculo implicado en la puncion y analizandolo por RT-PCR (Cuadro 3).

RT-PCR
Grupo / Tiempo (30 dias) N° animales
3 hrs 7 dias
1. LTME con puncion seca g 5
2. LTME sin puncion seca 5 5
Control 2 2
TOTAL 24

Cuadro 3. Distribucién de animales en cada experimento
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3.3. Consideraciones éticas

Para la realizacion del proyecto se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos por el Reglamento para el uso y cuidado de los animales en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia aprobado por el H. Consejo Técnico
el 23 de marzo de 1988 y lo establecido en la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio.

Cabe mencionar que cada uno de los procedimientos, técnicas, intervenciones y
cuidados empleados en los animales, estan estandarizados y aceptados a nivel
internacional, teniendo como principal objetivo un disefio aprobado para generar el

minimo sufrimiento animal.

3.4. Técnicas utilizadas

3.4.1 Lesion Traumaéatica de Médula Espinal

Las ratas se anestesiaron mediante la inyeccion intraperitoneal de mezcla
de clorhidrato de xilacina (10 mg/kg) y ketamina (90 mg/kg). Diez minutos después
de la inyeccion se evaluo la profundidad de la anestesia; mediante la observaciéon
de pérdida de reflejos, p. Ej el reflejo podal, para iniciar la cirugia. Previa asepsia
de la region toraco-lumbar, se realizé un corte longitudinal y se ejecutd la
laminectomia a nivel de la 9% vértebra toracica hasta exponer la médula espinal.
La seccion completa de la médula espinal se realiz6 mediante bisturi, incidiendo
las meninges en forma longitudinal cuidando de no dafar la médula espinal. Con
una pinza de diseccion con dientes de raton para microcirugia se separaron las
meninges y con tijera de microcirugia se realizé la lesion de médula espinal de un
solo corte transversal, verificando posteriormente que se hubiera cortado en su
totalidad la médula mediante un gancho para microcirugia. Finalmente se

suturaron las meninges con sutura absorbible calibre 10-0 con un punto en X.

Posteriormente se suturaron los musculos y la piel para llevar a cabo la asepsia
correspondiente en el sitio de lesién y los cuidados postoperatorios a continuacién

descritos.
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3.4.2 Cuidados postquirargicos

Inmediato al término de la cirugia se administr6 ketoprofeno como
analgésico via subcutdnea (SC) a dosis de 5 mg/kg/dia durante 5 dias,
enrofloxacina como antibiético via SC a dosis de 64 mg/kg/dia durante 7 dias y
solucion salina al 0.9% como terapia de liquidos via intraperitoneal (IP). Los
animales se alojaron en cajas de policarbonato con cama de viruta estéril y se les
proporcion6 alimento especial para roedor y agua purificada, ambos ad libitum. De
haber sido necesario se les administré alimentacion por suplementacion mediante
canula oral a aquellos animales que dejaron de consumir alimento. Para el
vaciamiento de la vejiga, se les realiz6 masaje vesical tres veces al dia durante los
primeros 14 dias post-quirargicos, ademas de dar masaje en el colon para

estimular la defecacion.

3.4.3 Evaluacion locomotora (escala BBB)

Para evaluar los procesos de recuperacion motora y funcional se llevo a
cabo la escala cualitativa de locomocion a campo abierto BBB a doble ciego,
donde se le dio una calificacion al movimiento voluntario de las extremidades

posteriores en las articulaciones de cadera, rodilla y tobillo.

La escala consta de 22 puntos, donde “0” representa ausencia de movimiento y
progresivamente va incrementando la calificacion con el movimiento de las
articulaciones hasta llegar a “21”, nivel que refleja una marcha normal (Cuadro 4)
(119).

ESCALA BBB

0 No se observa movimiento en patas traseras (PT)
Movimiento limitado (arco < 50%) de una o dos articulaciones, usualmente
cadera y/o rodilla

2 Movimiento amplio (arco > 50%) de una articulacibn con o sin movimiento
limitado de la otra

3 Movimiento amplio de dos articulaciones

Movimiento limitado de las tres articulaciones de PT (cadera, rodilla y tobillo)
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12

13

14

15

16

17
18

Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera

Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera

Movimiento amplio de las tres articulaciones de PT

Movimiento ritmico (coordinado) de ambas PT sin soporte de peso o
colocacién de la planta pero sin soportar peso

Colocacion plantar con soporte de peso cuando no esta caminando o pasos
ocasionales (< 50%), frecuentes (51-94%) o constantes (95-100%), con
soporte de peso dorsal sin apoyo plantar

Pasos ocasionales con soporte de peso plantar, sin coordinacion entre patas
delanteras (PD) y PT

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar sin coordinacion
entre PDy PT

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacion
ocasional entre PD y PT

Pasos frecuentes o constantes con soporte de peso plantar y coordinacién
frecuente entre PDy PT

Constantemente da pasos con soporte de peso plantar, coordinacién
constante entre PD y PT, y hay rotacion interna o externa de la pata,
principalmente al hacer contacto con el piso o al despegar. También pasos
plantares frecuentes, coordinacion constante entre PD y PT y pasos dorsales
ocasionales.

Pasos plantares y coordinacién entre PD y PT constantes. No separa los
dedos o solo ocasionalmente cuando avanza la pata hacia delante. Al hacer
contacto con el piso predominio de la alineacion paralela de la pata al cuerpo

Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha.
La separacion de los dedos ocurre frecuentemente cuando avanza la pata
hacia delante. Al hacer contacto con el piso predomino la alineacién paralela
de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla

Lo mismo (nimero 16) pero al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar)

La separacion de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto
con el piso predomino la alineacion paralela de la pata al cuerpo, pero la rota

al levantarla




31

19 Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha.
La separacion de los dedos ocurre constantemente durante la marcha al
hacer contacto con el piso y levantar, predomino la alineacion paralela de la
pata al cuerpo. Arrastra la cola, parte o todo el tiempo

20 Pasos plantares, marcha coordinada y separacion de dedos constantes. Al
hacer contacto con el piso y levantar, predomino la alineacion paralela de la
pata al cuerpo, cola levantada constantemente e inestabilidad del tronco

21 Igual pero tronco constantemente estable

Cuadro 4. Escala de evaluacion locomotora a campo abierto BBB. Esta escala
fue desarrollada por Basso DM, Beattie MS, Bresnahan y consta de 22 puntos, lo
cual describe el movimiento de las articulaciones de los miembros posteriores
(tobillo, rodilla, cadera) (67).

3.4.4 Puncidén Seca

Antes de realizar la PS se palpé de manera cuidadosa el PGM del miembro
pélvico izquierdo, en la regién del muslo en su parte posterior, en la cabeza lateral
del mdadsculo gastrocnemio; utilizando como referencia anatomica el vientre

muscular del mismo.

Para realizar la técnica de asepsia del sitio de puncién se inmovilizé al animal con
una franela. Se rasuraron 2 cm alrededor del PGM y se aplicé solucion de alcohol
al 70%.

Se coloco al animal en posicion decubito ventral para asi poder sujetar su
miembro pélvico con una inclinacién paralela con respecto al piso. Se utilizé una
aguja de plata de acupuntura facial (38 G x 0.25”) la cual fue introducida no mas
de 5 mm en el PGM con un movimiento relativamente lento pero continuo hacia
adentro y hacia afuera del musculo, en lo que se considera la técnica de puncion

dinamica (118) hasta percibir una REL en la banda muscular asociada.

De manera inmediata al retiro de la aguja se ejerci0 presion con una torunda
hemedecida con solucion de alcohol al 70% en el area puncionada por unos

segundos para evitar sangrado e infeccion del sitio de puncion.
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3.4.5 Evaluacioén de espasticidad muscular

Con el fin de determinar la eficacia del tratamiento sobre la espasticidad se
evalué la actividad eléctrica de los de musculos espasticos mediante

electromiografia.

3.4.5.1 Electromiografia

La EMG constituye un método de electrodiagnéstico en el estudio de la
funcion motriz. Su valor diagndstico se basa en ser una técnica objetiva
(cuantitativa), debido a que sefala la magnitud de la lesion (diagnostico

anatomopatoldgico) asi como el nivel de la misma (diagndéstico topogréfico).

Para registrar la EMG se insertaron de manera percutanea dos electrodos de
aguja de plata de acupuntura facial (distancia entre electrodos = 1cm) en el
musculo gastrocnemio. Un par de agujas se insertaron, por la parte caudal al
miembro posterior, muy cercanas al nervio ciatico, las cuales estimularon
eléctricamente al mismo. Una aguja mas se inserté de manera independiente en la
base de la cola, la cual aterrizé el circuito eléctrico. Los electrodos se conectaron a
un pre amplificador (HS4 fiber optic Biocamp Headstage, WPI) y a un amplificador
(DB4 fiber optic amplifier, WPI) para aumentar los registros eléctricos capturados
(Figura 3).



33

Estimulador

registro

Electrodos de
estimulacion
Electrodos de

[
=
Feag]

Amplificador )

L=
<]

-
L

=

G

Microprocesador,

Monitor y Memoria

Figura 3. Esquema de los componentes del sistema electrodiagnostico
digital en la valoracion del musculo gastrocnemio en rata. Entiéndase
gue la estimulacion se lleva a cabo sobre el nervio ciatico cuya rama, el
gastrocnemius, inerva al musculo gastrocnemio que recibird el estimulo
mediante un par de electrodos, positivo y negativo. La sefal de registro es
amplificada 500 veces, esto con la finalidad de volver mas amigable su
trazo y convertirla a digital para su visualizacion en el monitor del equipo.

*Convertidor de sefial analoga a digital
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Los registros de la EMG se realizaron antes, durante y después de la aplicacion de
la PS del musculo gastrocnemio designado. La sefal registrada se digitalizd
(Instrunet Model 100 Network A/D) y almacené en PC para el posterior andlisis de

la amplitud en milivolts y la latencia en milisegundos.

Antes de realizar el registro electromiografico se corroboré que no existiera
interferencia eléctrica externa a la actividad eléctrica del muasculo, como se

muestra en la imagen (Figura 4).

Figura 4. Registro de la actividad eléctrica del musculo antes
de realizar el registro electromiogréafico. Este procedimiento
forma parte de la calibracion previo a la evaluacion de cada animal.
La flecha sefala una linea sin variaciones, lo que indica que no
existe energia externa que cause variaciones en el voltaje, también

llamado ruido.

3.4.6 Andlisis de expresion génica RT-PCR

3.4.6.1 Obtencion de RNA

Tres horas y 7 dias después de haber efectuado la PS se aplicé
pentobarbital a dosis letal (120 mg/kg) por via IP a las ratas del grupo
experimental y control. Se obtuvo RNA total a partir de 100 pug del musculo
gastrocnemio del miembro tratado por medio de TRIzol (Invitrogen, CA, USA) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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La cuantificacion de RNA total en pug y la pureza se determinaron por
espectrofotometria (UV) leyendo a una longitud de onda de 260 nm y obteniendo
la relacion 260/280 nm. Si una muestra estaba fuera del rango 1.8 a 2.0 se
descartaba para la preparacion de DNA complementario (del inglés

complementary desoxyribonucleic acid o cDNA).

3.4.6.2 Retrotranscripcion
Se retrotranscribieron 2 pg de RNA total de cada muestra usando el Kit
Transcriptor cDNA (Roche) y se procesé de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

3.4.6.3 Disefio de cebadores

Para el analisis de los genes se disefiaron cebadores a partir de la
secuencia del cDNA de genes de rata reportados en el GENE BANK del NCBI.
Los criterios del disefio son los siguientes: un tamafio maximo de 20 nucleétidos,
que incluya una secuencia de unién exonica, con una temperatura de fusién (del
inglés temperatura melting o Tm) de 60 a 61°C, equilibrio de bases AT y GC, con
secuencias que no sean complementarias entre si y que no forman estructuras
secundarias, que amplifiquen fragmentos de 110 a 300 pares de bases (lo que
puede permitirnos realizar PCR tiempo real).

3.4.6.4 PCR tiempo real

La PCR tiempo real (RT-PCR por sus siglas en inglés) se llevd a cabo por
medio del protocolo Syber Green DNA Master Plus de Roche. Para la
amplificacion de cada gen se procesé 1 ul de cDNA total en el equipo Light Cycler
2.0 de Roche tomando para cada muestra el valor de CP (del inglés Cross Point),
verificando que cada gen tuviera la misma melting curve, que garantiza la
especificidad de amplificacion del producto. El valor del punto de cruzamiento (del
inglés crossing point o CP) de cada gen se utilizo para obtener la normalizacion

por delta 1 y delta 2.



36

3.5 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de normalidad para el comportamiento de los datos. Para la
BBB y EMG se llevo a cabo una Kruskall Wallis seguida por una U de Mann
Withney. Para el andlisis de expresion génica debido a que los datos fueron
paramétricos se realiz6 una t de Student, considerando significancia estadistica

una p<0.05.
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4. RESULTADOS
4.1 BBB

Después de la LTME a nivel de T9 los animales presentaron calificaciones
alrededor de uno, manteniendo esta puntuacion hasta la segunda semana, no
obstante, para la tercera semana algunos de los animales de los grupos con
puncién y sin puncion 7 dias comenzaron a tener puntuacion alrededor de 2, n=5.
(Figura 5). Para tal efecto se excluyeron a los animales que estaban teniendo una
calificacion mayor antes de aplicar la terapia, n=3 (Figura 6). A pesar de ello a los
28 dias, los animales que recibieron la puncion seca mostraron un aumento

significativo en la recuperacion motora (n=3, p<0.05).

Escala de evaluacion locomotora

a campo abierto -©- Con Puncion 3 hrs
BBB =6= Sin Puncién 3 hrs
74 PS ~%- Con Puncion 7 dias
& -4- Sin Puncion 7 dias
c 5+
2
g 4
Q
£ 3-
®
O 2d
1-
n=5
0

Dias

Figura 5. Resultados de la escala de evaluacién locomotora a
campo abierto BBB, n=5. Esta valoracion se realizé a lo largo de
28 dias. Se registra media y desviacion estandar de cada grupo
experimental y su control respectivo. Notese que en el dia 21 se
aplica el tratamiento de puncion seca. Se considera n=5, p=0.05.

Prueba estadistica U de Mann-Whitney.
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Escala de evaluacién locomotora
a campo abierto
BBB

=©- Con Puncion 3 hrs
== Sin Puncién 3 hrs
- Con Puncién 7 dias
-x- Sin Puncion 7 dias

Calificacion
o

n=3

Dias

Figura 6. Resultados de la escala de evaluacion locomotora a
campo abierto BBB. Esta valoracion se realiz6 a lo largo de 28
dias. Se registra media y desviacion estandar de cada grupo
experimental y su control respectivo. Notese que en el dia 21 se
aplica el tratamiento de puncion seca. Se consider6 una n=3,
p<0.05, prueba de U de Mann-Whitney.

4.2 Electromiografia
Veinte dias después a la LTME se llevaron a cabo las lecturas de la actividad
eléctrica muscular antes y después (3 hrs y 7 dias) de aplicar la técnica de

puncion seca (Figura 7).
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Figura 7. Ejemplo representativo de la EMG antes y después (3 hrsy 7
dias) de la puncion seca. En la imagen a) se puede observar una curva
monofasica negativa con una amplitud de 0.01 mV y una latencia 0.001 ms,
en la b) deja de existir un registro de la actividad inmediato al tratamiento;
mientras que a los siete dias c) vuelve a aparecer la curva monoféasica, pero
con menor amplitud.
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4.2.1 Amplitud

El grupo evaluado pos puncion 3 horas mostro en la EMG del umbral motor (UM)
una media (M) de 0.41 con desviacion estandar (DE) de +/- 0.27 que comparado
con el grupo pre puncion, el cual obtuvo una py=0.29 (DE +/- 0.18), se encuentra
diferencia entre medias de 0.13 mV (45%); sin embargo, este aumento no fue
estadisticamente significativo (p=0.18, prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon). En comparacion con el grupo pre puncion el grupo pos punciéon 7 dias
después del tratamiento presenté una pu=0.12 (DE +/- 0.047) lo que demuestra
disminucién de 0.17 mV (58.6%) sin ser significativo (p=0.16, prueba U de Mann
Whitney) (Figura 8).

4.2.2 Latencia

El grupo pos puncion 3 horas en la intensidad UM mostré una p=0.0024 (DE +/-
0.00026) que comparado con el grupo pre puncion, el cual obtuvo una p=0.006
(DE +/- 0.003), evidenciando diferencia entre medias de 0.0036 ms (60%); siendo
esta disminucion estadisticamente significativa (p=0.034, prueba U de Mann
Whitney). En comparacion con el grupo pre puncion el grupo pos puncién 7 dias
después del tratamiento presenté una p=0.003 (DE +/- 0.0011) lo que demuestra
disminucién de 0.003 ms (50%) sin ser significativa (p=0.64, prueba U de Mann
Whitney) (Figura 8).
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Figura 8. Resultados del andlisis de la amplitud y latencia antes y
después del tratamiento. Se obtuvo un registro de la actividad durante el
umbral motor por cada grupo experimental y se registra su media y desviacion

estandar, considerandose una p<0.05.
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4.3 PCR tiempo real
Los resultados de la expresion génica se dividieron en proinflamatorios y
antiinflamatorios en cada uno de los tiempos analizados después de la puncion

seca (3 horas y 7 dias).

4.3.1 Factores proinflamatorios

A) iINOS

Los animales con puncién seca después de la LME presentaron efecto

significativo en la expresion de iINOS a las 3 hrs y a los 7 dias (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis de la expresion de iINOS después de la puncidén seca.
Gréfica de barras donde se muestra la expresion de iNOS en los grupos con y sin
puncién seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias, donde se observa que
existid disminucién estadisticamente significativa a las 3 horas después de la
puncion (p<0.05, prueba t de Student), sin embargo, a los 7 dias los animales a
los que se les realiz6 la puncién seca presentaron aumento estadisticamente

significativo en comparacion con su control (p<0.05, prueba t de Student).
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B) TNFa

Los animales con puncion seca después de la LME no presentaron efecto

significativo en la expresion de TNFa a las 3 horas ni a los 7 dias (Figura 10).
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Figura 10. Anédlisis de la expresiéon de TNFa después de la puncion seca.
Grafica de barras donde se muestra la expresién de TNFa en los grupos con y sin
puncién seca en ratas con LME a las 3 horas y 7 dias. Como se puede observar
existié una tendencia al aumento en la expresion de TNFa, sin embargo, este no
fue estadisticamente significativo a las 3 horas ni a los 7 dias después de la

puncion (p<0.05, prueba t de Student).

C) IL-1B
Los animales con puncion seca después de la LME no presentaron efecto

significativo en la expresion de IL-1B a las 3 horas ni a los 7 dias (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de la expresion de IL-1B8 después de la puncién seca.
Grafica de barras donde se muestra la expresion de IL-13 en los grupos con y sin
puncion seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias, donde se observa
gue existié tendencia al aumento sin ser estadisticamente significativo a las 3

horas después de la puncién, asi como a los 7 dias (p<0.05, prueba t de Student).

D) COX-2
Los animales con puncién seca después de la LME presentaron efecto

significativo a las 3 horas y a los 7 dias (Figura 12).
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Figura 12. Analisis de la expresion de COX-2 después de la punciéon seca.
Grafica de barras donde se muestra la expresion de COX-2 en los grupos con y
sin puncién seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias, donde se observa
que existidé disminucion estadisticamente significativa a las 3 horas después de la

puncion (p<0.05, prueba t de Student), mientras que, a los 7 dias en el grupo con
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puncidn se muestra aumento estadisticamente significativo en comparacion con el

grupo sin puncién (p<0.05, prueba t de Student).

4.3.2 Factores antiinflamatorios

A) IL-4
Los animales con puncién seca después de la LME no presentaron efecto

significativo en la expresion de IL-4 a las 3 horas ni a los 7 dias (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de la expresion de IL-4 después de la puncidén seca.
Grafica de barras donde se muestra la expresion de IL-4 en los grupos con y sin
puncion seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias, donde se observa
tendencia no significativa a la disminucion de la expresion de IL-4 en el grupo con
puncion a las 3 horas y a los 7 dias aumento no significativo (p<0.05, prueba t de
Student).

B) IL-10

Los animales con puncién seca después de la LME presentaron efecto
significativo en la expresion de IL-10 a las 3 horas, pero no a los 7 dias (Figura
14).
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Figura 14. Anéalisis de la expresion de IL-10 después de la puncion seca.
Gréfica de barras donde se muestra la expresion de IL-10 en los grupos con y sin
puncion seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias, donde se observa que
existio disminucion estadisticamente significativa a las 3 horas después de la
puncién (p<0.05, prueba t de Student), mientras que a los 7 dias en el grupo con
puncién hubo tendencia no significativa al aumento en la expresion de IL-10
(p<0.05, prueba t de Student).

C) Acetilcolinesterasa

Los animales con puncién seca después de la LME presentaron efecto
significativo en la expresion de AChE las 3 horas y a los 7 dias (Figura 15).
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Figura 15. Analisis de la expresion de acetilcolinesterasa después de la
puncion seca. Gréfica de barras donde se muestra la expresion de AChE en los
grupos con y sin puncién seca en ratas con LME a las 3 horas y a los 7 dias,
donde se observa que existio disminucion estadisticamente significativa en la
expresion de AChE a las 3 horas después de la puncion (p<0.05, prueba t de
Student), mientras que a los 7 dias se muestra aumento estadisticamente
significativo en el grupo con puncion en la expresion de AChE (p<0.05, prueba t de
Student).
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5. DISCUSION

Es la primera vez que se realiza un estudio donde se involucran tan diversas
técnicas de andlisis para evaluar la efectividad de la terapia de PS; esto nos brinda
una vision mas amplia de como ésta técnica, que se utiliza en la clinica para el
tratamiento de la espasticidad ocasionada por patologias como el evento vascular

cerebral (EVC) y la esclerosis mdltiple, realmente mejora esta condicion.

A pesar de que existe gran variacion en los resultados, se puede observar que los
animales con tratamiento a los siete dias muestran tendencia al incremento de la
puntuacion de la evaluacion locomotora a campo abierto BBB, lo que habla de que
el movimiento en los miembros posteriores mejoraba, esto sin significancia
estadistica, pudiendo deberse a que el analisis de la recuperacion motora necesita
llevarse a cabo hasta dos meses después de la intervencién para obtener la
repercusion de la PS sobre la recuperacién paulatina a lo largo del tiempo, como

se ha hecho en otros estudios con tratamientos inmunomoduladores. (120, 121)

Mediante la prueba de locomocién a campo abierto BBB, hicimos un analisis
indirecto de la espasticidad al evaluar el movimiento de las articulaciones de los
miembros posteriores, tal y como lo hacen las evaluaciones clinicas como la
escala de Ashworth y Tardieu; sin embargo debido a que estas escalas fueron
disefiadas para humanos, su aplicacion en animales es imposible debido a la
anatomia y fisiologia de la locomocion que presenta el modelo animal (124), por lo
que el disefio y seguimiento de esta terapia requiere ser atendido en futuras
investigaciones y se dé la oportunidad de lograr registros mas concluyentes.

En cuanto a la valoracion que se realiz6 por EMG se encontr6 que, en la
busqueda para provocar el umbral motor, en cada animal, se requeria un voltaje
distinto lo que llevé a que existiera gran variabilidad de los datos, expresada en
DE.

Sin embargo, en los resultados obtenidos en el grupo pos puncion a las 3 horas,

se mostr0 aumento en la amplitud, lo que sugiere aumento en el niumero de
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neuronas motoras estimuladas, mientras que en la medicion a los siete dias se
muestra una disminucion. Resultado alentador que demuestra que la excitabilidad
de las neuronas motoras a disminuyé0 en comparacion antes e inmediato al

tratamiento, apoyando a otros estudios (122).

Respecto a la latencia, la tendencia a disminuir en el tiempo es evidente, nunca
alcanzando los valores iniciales antes del tratamiento, sin embargo esto
demuestra cierta mejoria en la conductibilidad eléctrica perdida después de una
LME, pudiendo requerirse de una segunda intervencion o del andlisis a mas
tiempo (mas de 7 dias), para completar el analisis del efecto de la puncién seca

sobre la regeneracion funcional del musculo. (123, 124)

Son varias las limitaciones de los estudios de conduccion nerviosa convencional:
como 1) la velocidad de conduccion, la cual es facilmente medible en las fibras de
conduccién més rapidas del nervio y los valores se refieren Unicamente a esta
subpoblacién de fibras, por consecuencia en aquellas enfermedades que afectan
principalmente a fibras pequefias no son evaluadas, especialmente en etapas
tempranas de la enfermedad. 2) Los estudios de conduccién sensorial fallan en
determinar la funcién de receptores sensitivos 0 de las porciones mas distales de
axones sensitivos, siendo estas las regiones mas comunmente afectadas en
ciertas neuropatias (129), mas aun en presencia de espasticidad estan
limitaciones son mas evidentes, sin embargo la electromiografia es la primera
herramienta para tener una medicion indirecta de la funcionalidad muscular a nivel

eléctrico.

La presencia de espasticidad estd respaldada por muchos estudios
electrofisiolégicos empleando la medicion del reflejo de Hoffmann (125), llamado
también reflejo H, el cual esta descrito como un reflejo monosinaptico que en
términos generales evalla la integridad y el buen funcionamiento del arco reflejo
(93), lo que brinda objetividad a la prueba para la evaluacion de la neurona motora
correspondiente al segmento espinal en estudio (126,127). Esta técnica se
produce aplicando de manera transcutdnea un estimulo eléctrico que es capaz de

estimular unicamente las fibras 1A, activando la neurona motora del nervio cuya
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respuesta es llamada reflejo H. Puede ser utilizada para evaluar los musculos
gastrocnemios, soleo o en el flexor radial del carpo (126). Esta medicion no fue
contemplada en este estudio, lo que da pie a su analisis en proyectos posteriores,

reforzando lo observado en este estudio con la electromiografia.

Todos estos resultados se complementan con un analisis mas objetivo de menor
riesgo al sesgo, mediante la evaluacion RT-PCR de citocinas participes en el
proceso inflamatorio propio del evento. Se debe resaltar que posterior a la puncion
seca se ejecuta un mecanismo de destruccion de placas motoras, provocando
dafio per se, lo que genera la produccion de citocinas proinflamatorias.
Inicialmente se confirma la liberacion de TNFa, IL-1B, e IL-6, las cuales son
secretadas por células inmunes locales e infiltradas; ademas de la liberacién
consecuente de radicales libres generados por la mieloperoxidasa e iNOS, los

cuales provocaran dafio a las membranas de las células musculares. (80)

Otros participes son los DAMPs (del inglés damage-associated molecular
patterns) que son liberados inmediatamente después de iniciado el dafio. Estos
patrones provocan la liberacion de mediadores inmunes y moleculares para
amplificar la inflamacion, dentro de los cuales se encuentran los derivados del

acido araquiddénico como COX-2, prostaglandinas y leucotrienos. (130).

En este andlisis las citocinas proinflamatorias IL-18 y TNFa, en los grupos con
puncion mostraron tendencia al aumento de su expresion a las tres horas en
comparacion con los grupos sin puncion; manteniendo este aumento a los siete
dias en comparacién con el grupo no tratado. El aumento inicial de IL-1B y TNF-a
confirma que la puncién seca provoca una respuesta inflamatoria la cual no se

autolimita y se mantiene hasta los 7 dias.

Este comportamiento puede encontrar explicacion en que una vez que se forma el
microambiente proinflamatorio, se estimula la produccién de citocinas como la IL-
18 e IL-18, las cuales favorecen el reclutamiento de neutrofilos y macrofagos,
quienes a la vez demandan mayores cantidades de ATP, por su efecto

guimiotatico y produccion de otras citocinas caracteristicas de estas células; la
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llegada al sitio de liberacién de estas citocinas, lo que representa que exista un
aumento en la secrecion de citocinas inflamatorias, promoviendo la activacion del
inflamosoma (133); lo que podria explicar el fenbmeno en los resultado del
mantenimiento de estas citocinas proinflamatorias hasta los 7 dias después de la

intervencion.

Por otra parte, se sabe que la liberacion de radicales libres de oxigeno tienen
efecto vasodilatador (131), lo que pudiera llevar a la reoxigenacion muscular. Otro
mecanismo que lleva a la reoxigenacion, es la eliminacion, debido a la PS, de
nudos de contraccion en el musculo espastico (132). La reoxigenacion favorece la
fagocitosis por parte de los neutrdfilos, lo que de manera indirecta pudiera estar
favoreciendo la regeneracion celular; apoyado por el efecto importante de los
radicales libres en la mejoria del metabolismo de las células no dafadas
(129,131).

La INOS y COX-2 mostraron comportamiento similar. En los grupos tratados a las
tres horas existe disminucién estadisticamente significativa en comparacién con
los grupos no tratados; pero a los 7 dias ambas mostraron aumento significativo
en comparacion con el grupo control, por lo que este fendmeno pueda deberse a
gue al causar respuesta inflamatoria por la PS y esta ser controlada, la produccién
de radicales de nitrogeno como el NO por iINOS permita la reoxigenacion del
musculo, en estos primeros estadios, mas que la destruccién del mismo por un
proceso proinflamatorio, se requieren otros estudios histoldgicos y metabdlicos
para conocer el verdadero efecto de estas enzimas y su aumento con la

intervencion.

Otra de las células que participan de manera importante en el proceso inflamatorio
son los macréfagos, ya que favorecen la regeneracion tisular mediante la
secrecion de moléculas promovedoras de crecimiento. Esto lo logran a través de
sus dos tipos de fenotipo, M1 y M2 (134). En las etapas tempranas de dafio (3
horas después de la lesién) promueven un ambiente inflamatorio produciendo
citocinas como TNFa e IL-1B3, pero después, mediante la activacion del fenotipo

M2 por IL-4 e IL-10 y la fagocitosis, participan en la autolimitacion de la
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inflamacion, la induccion de angiogénesis y secrecion de factores de crecimiento
(134,136), tal como lo apoya nuestro estudio al observar una tendencia al aumento

en la expresion de IL-10

En cuanto a IL-4 e IL-10, éstas disminuyeron a las tres horas después de la PS,
manteniendo esta disminucion en la expresion siete dias después para el caso de
la IL-4, si bien no ocurrié lo mismo para el caso de IL-10 la cual aumenté. La
expresion de IL-4 habria que estudiarse a un mayor tiempo de andlisis esperando

encontrar eventualmente un aumento, para hacerlo coincidir en lo tedrico.

La AChE se modific6 de manera estadisticamente significativa, tanto a las 3 horas
como a los siete dias, presentando disminucion en el grupo puncionado a las 3
horas, mientras que a los 7 dias aumentd la expresion en el grupo puncionado.
Esto indicaria que el aumento de AChE, favorecera el lavado de ACh, con el cese
de la liberacion excesiva de Ca?*, evitando el de dafio sobre la membrana, por la
contraccion sostenida y los mecanismos de destruccion celular desencadenados
por Ca**. En el caso de la AChE nos orienta a que estaria favoreciendo la
degradacion de ACh, lo que provocaria que el musculo pierda el estado de
contraccion sostenida, favoreciendo su movilidad, esto apoyado con el aumento
del puntaje en la evaluacién a campo abierto. Por lo que la fibra muscular podria
relajarse sin existir destruccién de las miofibrillas y con ello evitar la pérdida de
células musculares y la consecuente atrofia muscular observada después de un

evento espastico. (78)

Otro de los mecanismos que pudieran ser favorecidos por la PS es la
regeneracion y el crecimiento muscular. De manera fisioldgica, en los musculos
existen poblaciones de células madre llamadas “células satélite” las cuales se
encuentran en estado inactivo hasta que se provoca dafio o sobrecarga en el
musculo. Una vez activadas proliferan y entran en etapa de diferenciacion para
formar células musculares (137). De esta manera se apoya la teoria de la
destruccion de las placas motoras disfuncionales mediante la puncion seca, podria
favorecer un ambiente proinflamatorio limitado en donde se presente la activacion

de dichas células en estado de reposo y asi poder generar nuevas células
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musculares, uno de los resultados que pueden apoyar este fendbmeno es que a los
siete dias, ademas de que se presentdé aumento de las citocinas proinflamatorias,
también se presenté aumento de IL10 y AChE lo que demuestra que este proceso
inflamatorio esta controlado por la presencia de estas Ultimas y pudiera activar las
células satélite y estar llevando a cabo el proceso de remodelacién tisular. Sin
embargo, debido a que esta tendencia no fue significativa y no se observaron
cambios en la expresion de IL4, por lo que se sugiere prolongar el tiempo de
estudio, parapoder describir el efecto de una respuesta antiinflamatoria. Hasta
ahora el principal mecanismo terapéutico ejercido por la PS a los 7 dias después
de una LME croénica es el aumento de expresion de AChE.

Estos resultados son alentadores, ya que dan pie a nuevas investigaciones; que
involucren el empleo de otras técnicas de imagen, por ejemplo, el ultrasonido o la
resonancia magnética para la localizaciéon precisa de los PGM o técnicas
histolégicas para corroborar la destruccion y regeneracidon de nuevas células
musculares, a su vez la caracterizacién celular y molecular a nivel de la placa

neuromuscular, a diferentes tiempos después de la PS en LME crdnica.
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6. CONCLUSIONES

Existe mejoria sobre la locomocion de los miembros posteriores de aquellos
animales tratados con la técnica de la PS.

Después de la PS desaparecen los cambios caracteristicos de la
espasticidad en la EMG.

La PS autolimita el estado crénico de inflamacion de los puntos gatillo en la
espasticidad.

La PS induce la expresion de AChE a los 7 dias, favoreciendo la relajacion
y proteccioén de la fibra muscular, dato que se refuerza con la tendencia a la

recuperacion motora a este tiempo.
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