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1. Titulo
Evaluacion del efecto del Chetomin sobre las caracteristicas histopatologicas en un
modelo murino de lesibn medular aguda.

2. Resumen
Introduccion: El uso de farmacos que puedan disminuir el proceso inflamatorio
postraumatico en la medula espinal puede ser de gran utilidad. El chetomin es una
molécula que podria aminorar el proceso inflamatorio en la lesién medular aguda,
resultando en una atenuacion del dafo estructural medular apreciado por
histopatologia.
Objetivo: Evaluar el efecto del chetomin sobre las caracteristicas histopatologicas
en un modelo murino de lesion medular aguda.
Material y métodos: Se utilizaron 21 ratas Wistar machos. Se realizé lesion
medular aguda experimental mediante el modelo de clipaje transitorio. Grupos:
Control (n=7), lesion medular aguda sin tratamiento (n=7), lesion medular aguda con
tratamiento con chetomin (n=7). Se administré el farmaco una hora posterior a
clipaje medular, se sacrificaron y extrajeron los segmentos medulares afectados a
las 4 horas de la administracion del farmaco. Se analizaron las caracteristicas
histopatologicas.
Resultados: Existi6 menor puntaje total de dano histopatolégico de manera
estadisticamente significativa en el grupo con lesién medular aguda tratado con
chetomin comparado con el grupo con lesibn medular aguda sin tratamiento.
Conclusién: El grupo tratado con chetomin presentd menor dafio histopatologico
en puntuacion total de manera estadisticamente significativa respecto al grupo con

lesion medular aguda sin tratamiento.



3. Planteamiento del problema
Los principales eventos fisiopatoldgicos que intervienen en la lesion medular aguda
secundaria son la produccion de citocinas inflamatorias y de especies reactivas de
oxigeno, lo cual lleva a cambios histopatolégicos indicadores de dafio y viabilidad
del tejido medular. El chetomin es una molécula que podria atenuar el proceso
inflamatorio en la lesiéon medular aguda, interviniendo en la inhibicion de factores de
transcripcion de citocinas proinflamatorias, a su vez disminuyendo la produccion de
radicales libres y el edema medular, resultando en atenuacion del dafio estructural
medular apreciado por histopatologia. Figura 1. Existen estudios en los cuales,
moléculas con mecanismo de accion similar han demostrado disminuir el dafio por
isquemia-reperfusion en tejido cerebral (1, 2). No hay estudios precedentes
reportados en la literatura médica referentes al uso del chetomin o algun otro

modulador del HIF-1a en lesion medular aguda.



4. Introduccién
La lesion medular aguda es un padecimiento catastrofico, que en la gran mayoria
de los casos cursa con una alta morbilidad y mortalidad. Se estima que en la
actualidad existen alrededor de 270,000 casos anuales en los Estados Unidos de
América (3) y se calcula que en el 2015 existieron 2.5 millones de personas con
secuelas relacionadas a este padecimiento a nivel mundial (4). A pesar de que se
realiza investigacion de manera exhaustiva no se han implementado estrategias que
mejoren de manera importante la calidad de vida o que disminuyan la morbilidad y

la mortalidad en este tipo de pacientes (5, 6).

La principal causa de lesibn medular aguda actualmente son los accidentes
automouvilisticos, afectando principalmente a personas jévenes (7). Se debe realizar
un manejo cuidadoso desde el sitio del trauma y su transporte a un centro
hospitalario, siendo fundamental el tiempo que pasa desde el traumatismo a la
atencion medico-quirurgica, lo cual aporta mayores beneficios de manera
estadisticamente significativa cuando se realiza dentro de las primeras 24 horas (8)
y siendo ideal dentro de las primeras 8 horas (9). En ocasiones se requiere
tratamiento quirurgico para una descompresion medular y disminucién del dafo
medular, sin embargo el resultado funcional, la mayoria de las ocasiones es poco
alentador y esta directamente relacionado con el periodo de tiempo en realizarse la

descompresion (10).

El uso de alternativas farmacologicas que puedan disminuir el proceso inflamatorio

postraumatico en la medula espinal pueden ser de gran utilidad para la disminucién



de la morbilidad y mortalidad en estos pacientes, asi como, para aportar nuevos
conocimientos en ciencia basica respecto a la fisiopatologia de la lesién medular
aguda. El unico farmaco que se utiliza de manera rutinaria en algunos servicios
hospitalarios a nivel mundial es la metilprednisolona, con modestos efectos
demostrados en estudios experimentales (11, 12) y clinicos (13), asi como multiples
efectos adversos (14, 15). Hasta el momento, no se ha encontrado algun farmaco
que disminuya de manera estadisticamente significativa el dafio medular agudo de
manera clinica y la opcién con la que el médico cuenta es la descompresion medular
quirurgica sin poder ofrecer mas al paciente que padece este devastador

padecimiento.

5. Marco teérico

5.1 Lesién medular aguda

5.1.1 Dano por lesién medular aguda

El dafio neurologico agudo que resulta del traumatismo directo a la medula espinal
se le denomina lesion medular primaria, ésta destruye directamente multiples
elementos del tejido y ocasiona muerte neuronal (8). La lesion medular primaria
provoca una serie de eventos bioquimicos y celulares que llevan a la expansion de
la lesién dias o hasta meses posterior a la lesion inicial, a este proceso se le llama
lesion medular secundaria y se caracteriza por tres procesos de muerte celular y

dano tisular irreversible: necrosis, apoptosis y atrofia (16). Figura 2.



5.1.2 Inflamacioén en lesién medular aguda secundaria

Una vez que se progresa a la lesion medular secundaria, se da un aumento en la
produccion local y sistémica de citocinas proinflamatorias, mismas que pueden ser
detectadas con niveles elevados en liquido cefalorraquideo de minutos a horas
después de la lesidn (17). Existen diferentes vias moleculares de dafo:

Se ha demostrado que el TNFa y la IL-18 ocasionan muerte de los oligodendrocitos
inhibiendo transportadores de glutamato en los astrocitos, por lo tanto exponiendo
a los oligodendrocitos a mayor cantidad de dicho neurotransmisor, ocasionando

exitotoxicidad (18).

El TNFa ocasiona exitotoxicidad a través de una serie de mecanismos deletéreos

interconectados. En primer lugar la liberacion de esta citocina por parte de la



microglia ocasiona liberacion de glutamato (19), que a su vez produce mayor
produccion de TNFa por parte de la microglia. Por ultimo el aumento en el radio
excitador/inhibidor ocasiona niveles de calcio excesivos ocasionando muerte
neuronal por apoptosis (20). A su vez, existe también quimiotaxis con infiltrado por

neutrofilos en estadios agudos del dafio medular.

Ademas del daio por exitotoxicidad mediado por glutamato producido directamente
por las neuronas, de manera mas importante se origina dafio tisular por el fendmeno
de isquemia reperfusion. Al existir compresion medular se condiciona isquemia, la
misma que al descomprimir la médula desaparece para dar lugar a la reperfusion
con consecuente formacion de especies reactivas de oxigeno por lipoperoxidacion
de las membranas celulares, expresion de citocinas proinflamatorias mediadas por
inmunidad innata y regulacién a la alta de genes proinflamatorios (IL-1p, TNFa., IL-
6, IL-12). Este dafio por isquemia reperfusion se puede observar en practicamente
todos los tejidos, siendo mas susceptible el tejido nervioso. Existen farmacos que
han mostrado aminorar el dafo por isquemia reperfusion en tejido pulmonar o renal
como los inhibidores de la 5-fosfodiesterasa con resultados alentadores (21), sin

embargo en tejido nervioso no han tenido éxito por su baja biodisponibilidad.

Como se ha expuesto antes, la produccion de citocinas proinflamatorias juega un
rol fundamental en la fisiopatologia de la lesion medular secundaria en la lesion
medular aguda. Existen diferentes vias por las cuales se aumenta su produccion,

siendo la mas importante de manera cuantitativa, la que esta ligada a la expresion
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del factor de transcripcion NF-«xB. El factor inducible por hipoxia 1 o (HIF-1a) es un
factor de transcripcion el cual regula la expresion del gen NF-«B, el cual a su vez
regula la expresion de TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, entre otras citocinas
proinflamatorias. La expresion del gen NF-kB en las primeras horas posterior al
clipaje medular se encuentra aumentada, con ello perpetuando el dafio por isquemia
reperfusion fomentado la expresion de genes que codifican para citocinas
proinflamatorias (22). Figura 2. Se ha demostrado que la administracion de
moduladores o inhibidores de su expresion en diversos tejidos, incluido el cerebro,
atenuan la respuesta inflamatoria secundaria a isquemia-reperfusion (2, 23, 24), sin

embargo en tejido medular se desconoce.

5.1.3 Produccidn de especies reactivas de oxigeno en lesion medular aguda

La disrupcion microvascular, el desbalance iénico los niveles de calcio intracelular
aumentados, la exitotoxicidad por glutamato, la disfuncion mitocondrial, el
rompimiento del acido araquiddnico resultante de la expresion de citocinas
proinflamatorias y la activacion de la sintasa inducible de oxido nitrico (INOS)

contribuye a la formacion de especies reactivas de oxigeno (25).

Se ha demostrado lipoperoxidacién postraumatica temprana a los 5 minutos
posterior de la lesidn medular. La lipoperoxidacién es un mecanismo que disrrumpe
la estructura y funcion normal de la bicapa de lipidos que rodean los organelos, la
especie reactiva de oxigeno mas relacionada es el peroxinitrito.

El sistema nervioso central es particularmente sensible a la lipoperoxidacion lipidica
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debido a su estructura. Considerando el tiempo en el que ocurre la lesion, el dafio
oxidativo al DNA vy lipidos, asi como la nitracion de proteinas se observa dentro de

la primera semana de la lesion (26, 27).

5.2 Cambios histopatolégicos en lesion medular aguda

El resultado del dafo tisular provocado por los mecanismos de lesion antes
descritos se puede observar mediante la revision histopatolégica del tejido medular
sometido a lesion aguda. Las caracteristicas que se relacionan a la intensidad del
dafio agudo posterior a la compresion medular son: edema, hemorragia, picnosis,
presencia y/o extension de areas de infarto, infiltracion por neutrofilos (28). Dichas
caracteristicas se pueden evaluar con tincion de hematoxilina eosina. El edema
medular se da por eventos inflamatorios asi como por disrupcién de la barrera
hematoencefalica, la hemorragia parenquimatosa medular tiene relacion estrecha a
la intensidad del trauma y el area de infarto posterior (29), la picnosis, que es la
contraccion del nucleo y condensaciéon de la cromatina, tiene relacion con muerte
celular, la presencia y/o extension de las areas de infarto tienen relacion directa con
el tejido medular viable, la infiltracidon por neutréfilos se da principalmente por
quimiotaxis de moléculas proinflamatorias al sitio lesionado durante las 4 a 8 horas

posterior a la lesion (30).

La manipulacion farmacologica de moléculas involucradas en la regulacion las vias
de dafno mencionadas anteriormente, podria ayudar a disminuir los efectos
deletéreos del dafio tisular en el tejido medular, sobre todo las implicadas en la via

del factor de transcripcion NF-xB (18).
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5.3. Chetomin

5.3.1 Farmacodinamia

La dithiodiketopiperacina (chetomin) es un metabolito obtenido del hongo
Chaetomium con efectos antimicrobianos (31), este inhibe la actividad
transcripcional del HIF-1a de manera indirecta. Dentro de sus propiedades
bioquimicas el chetomin es un heterodimero indol-alcaloide, el cual refleja una
estructura dimérica asimeétrica unida en el C3-N1’ y es acoplada por dos fragmentos
de triptéfano. Esta molécula totalmente funcional contiene 5 carbonos de tipo tetra-
substituidos y 6 centros estereogénicos, ademas posee en su estructura dos anillos
de dithiodiketopiperacina lo cual le confiere la caracteristica de oxidacion y

reduccion en condiciones acidas (32). Figura 3.
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Esta molécula es capaz de interrumpir la interaccion del HIF-1a con el co-activador
p300 (33). A nivel molecular el chetomin se liga e interrumpe la estructura terciaria
del dominio CH1 del co-acitvador p300 impidiendo su interaccion con el HIF-1a, de
este modo se atenua la transcripcion inducida por la hipoxia y su relacién con el
HIF-1 a. En resultados preliminares de trabajos realizados en nuestro laboratorio
(publicacion pendiente), se ha observado que la administraciéon de chetomin inhibe
de manera indirecta la expresion del Factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) en un modelo experimental de trasplante pulmonar, lo cual sugiere un rol

antiinflamatorio.

5.3.2 Farmacocinética

El chetomin tiene una vida media de 4 horas, coincidiendo con el pico maximo de
concentracion intratumoral (33). Existe evidencia de que el chetomin penetra la
barrera hematoencefalica y es activo en tejido nervioso (33). No se ha estudiado el
efecto del chetomin en lesion medular aguda y asi mismo, de ser efectivo, se
desconoce el tiempo del trauma a la administracidon del farmaco al que se
observarian mayores efectos en cuanto a disminucién del dafio histopatoldgico se
refiere, es probable que al existir un traumatismo medular directo con disrupcién de
la barrera hematoencefalica, la cantidad de chetomin en tejido medular sea mayor
que en el tejido sin lesion. En estudios preclinicos, se ha reportado el uso del
chetomin en el tratamiento de tumores en modelos murinos para inhibir la
transcripcion del HIF1-a utilizando dosis suprafisiologicas de 2 mg/kg via

endovenosa, dando como resultado una actividad antitumoral sin la presentacion de
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efectos colaterales después de tres semanas de tratamiento continuo, se ha
observado un efecto farmacologico a dosis de 0.5 mg/kg sin efectos deletéreos en

ratas (33).

6. Pregunta de investigacion
Con lo mencionado anteriormente se formulo la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Cual es el efecto del chetomin sobre las caracteristicas histopatolégicas en un

modelo murino de lesion medular aguda?

7. Justificacion.

La lesion medular aguda es una causa importante de morbilidad y mortalidad en
todos los sectores de la poblacién, siendo una causa comun de discapacidad
permanente y mortalidad en poblacion joven, los costos en su atencion médica son
elevados y se requieren durante toda la vida del enfermo, lo cual confiere una
disminucién importante de la calidad de vida.

No existen estudios con base en el chetomin en lesiobn medular aguda, la
investigacion de moléculas que puedan ayudar a disminuir este dano, en este caso
el chetomin, es de gran importancia ya que aporta nuevos conocimientos a la ciencia
basica y en este caso con probabilidad de trascender a la medicina clinica en
humanos. No hay estudios precedentes que estudien inhibidores o moduladores del

HIF-1a en la lesion medular aguda.
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8. Objetivos
8.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del chetomin sobre las caracteristicas histopatologicas en un

modelo murino de lesibn medular aguda.

8.2 Objetivos especificos
1.- Estandarizar un modelo murino de lesibn medular aguda por compresion
mediante clipaje transitorio.
2.- Evaluar las caracteristicas histopatologicas en médula espinal posterior al
tratamiento con chetomin administrado una hora posterior al traumatismo medular
agudo en un modelo murino de lesién medular aguda.

9. Hipotesis.
Hipotesis alterna: La administracion de chetomin disminuira el dafio histopatolégico
en un modelo murino de lesion medular aguda
Hipotesis nula: La administracion de chetomin no disminuira el dano histopatoldgico

en un modelo murino de lesion medular aguda

10. Materiales y método.
10.1 Tipo de estudio

Estudio experimental en modelo animal

10.2 Animales de experimentacion
Se utilizaron 21 ratas Wistar machos con peso de 250-350 gr, clinicamente sanas.

10.3 Manejo de los animales
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Las ratas permanecieron en un bioterio bajo condiciones de calor y humedad
adecuadas, con ventilacion y limpieza diaria por personal capacitado, se manejaron
con adecuados ciclos de suefio vigilia, con alimentacion especial para roedores y
agua a libre demanda. El presente trabajo fue autorizado por el Comité de
Investigacion en Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
(INCMNSZ) con la clave CEX-1914-18-18-1 (Anexo1) y por el comité de ética del
Hospital central sur de alta especialidad de PEMEX (Anexo 2), con el protocolo
autorizado numero HCSAE-805-78550-INV-154/2018 (Anexo 3). El manejo de los
animales se realizé de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999 con referencia al uso y

cuidado de los animales de laboratorio.

10.4 Tamano de la muestra.
Se calculé una muestra de 7 sujetos de experimentacion por grupo de acuerdo a la
férmula para calculo de muestra en estudios experimentales de la siguiente manera:
X=N/(A/100 x B/100 x C/100)
Donde X= Numero total de animales
N= Cantidad minima de animales necesaria para poder obtener
resultados estadisticamente significativos
A= Mortalidad esperada en el procedimiento en grupo 1
B= Mortalidad esperada en el procedimiento en grupo 2
C= Mortalidad esperada en el procedimiento en grupo 3
Se obtuvo un valor de X= 6.25, lo cual en numeros absolutos de debe de
tomar en cuenta como 7 sujetos de experimentacion al recomendarse tomar

los decimales hacia el numero inmediato superior.

17



10.5 Descripcion de grupos experimentales

Grupo Control (n=7). El animal fue sacrificado para la extraccién medular una hora
posterior a realizar procedimiento quirurgico sin ocasionar lesién medular aguda
Grupo Lesién medular aguda sin tratamiento (n=7). Administracion de 0.1 mL de
dimetil sulféxido (DMSO) al 5% via intravenosa (V) una hora posterior a la lesion
medular aguda, el animal fue sacrificado 4 horas después de su administracion
para la extraccion del segmento medular afectado.

Grupo Lesiéon medular aguda con tratamiento con Chetomin (n=7). Tratamiento
con chetomin (2mg/kg; 1V) disuelto en DMSO una hora posterior a la lesion espinal
aguda, el animal fue sacrificado a las 4 horas después de su administracion para la
extraccion del segmento medular afectado.

Se explica distribucion y manejo de grupos en la figura 4.

18



10.6 Descripcion de variables a evaluar

Variables independientes:

Grupo Control*

Grupo con lesién medular sin tratamiento*

Grupo Lesion medular aguda con tratamiento con chetomin*

*Observar caracteristicas en apartado 10.5

Variables dependientes:

Edema: Liquido en parénquima medular observado por campo en laminillas de
tejido medular focal o difusa, donde fue evaluado con una la siguiente escala:
ausente, leve, moderado y severo

Hemorragia: Extravasacion de sangre al parénquima medular focal o difusa donde
fue evaluado con la siguiente escala: ausente, leve, moderado y severo

Picnosis: Contraccion nuclear y condensacion de cromatina focal o difusa, donde
fue evaluado con la siguiente escala: ausente, leve, moderado y severo

Infarto: Extension de areas de necrosis focal o difusa donde fue evaluado con la
siguiente escala: evaluado como ausente, leve, moderado y severo

Infiltracién del parénquima medular por neutroéfilos: Presencia de neutrofilos en
parénquima medular focal o difusa donde fue evaluado con la siguiente escala:
evaluado como ausente, leve, moderado y severo.

Puntaje total de dafo histopatolégico: Sumatoria de el puntaje obtenido de las
variables dependientes antes sefialadas, otorgando el siguiente puntaje: Ausente (0
puntos), leve (1 punto), moderado (2 puntos), severo (3 puntos). Por lo tanto una

muestra con dafio puede presentar un maximo de puntaje total de 15 puntos.
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10.7 Descripcion de procedimientos.

10.7.1 Técnica quirurgica

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/Kg) por via
intraperitoneal, se inyecto tramadol (5mg/kg) como analgésico via IM, se administré
enrofloxacina 10 mg/Kg via intramuscular como antiobidtico profilactico. Acto
seguido se realiz6 intubacion orotraqueal con un catéter # 16 G y se conecto a un
ventilador para roedores (Kent Scientific™™ RSP 1002), se manejé un volumen
corriente de 6-8 ml/ kg, una presién positiva al final de la expiracion de 2-2.5 cm
de H20 y una frecuencia respiratoria de 60 ventilaciones por minuto. Figura 5 A.
Se realizo tricotomia de regidn vertebral toracolumbar (T5-L2) y region del cuello y
torax anterior, posteriormente se coloco al animal en decubito ventral con fijacion de
extremidades, se realiz6 asepsia con yodopividona/clorhexidina en dichas regiones.
Se realiz6 pinzamiento en patas traseras para comprobar anestesia, en caso de que
el sujeto de experimentacion presentara movimiento se administré una dosis extra
de 20 mg/kg de pentobarbital sédico via intraperitoneal. Se realizé incision en linea
media posterior por planos hasta llegar a fascia toracolumbar, se disec6 espacio
paravertebral de manera subperiostica hasta llegar a linea espinolaminar vy
posteriormente hasta apdfisis transversa de ambos lados, se realizé hemostasia con
compresion. Con apoyo de microscopio quirurgico (Carl Ziess™, OPMI-1) se realiz6
laminectomia a nivel de T8, T9, T10 (Figura 5 B,C). Una vez expuesta la médula
con la duramadre integra, se realizé clipaje transitorio medular extradural durante
un minuto mediante clip vascular con presion a 30 gramos (Figura 5 D) utilizando

uno nuevo para cada grupo, se verificO previamente la presién de prension por

20



personal biomédico. El modelo de lesibn medular aguda por compresion
mencionado previamente esta validado en la literatura y es el modelo mas aceptado
para lesidén medular aguda por compresion (34, 35). Se suturo fascia toracolumbar
con sutura absorbible multifilamento 3-0 y piel con un patron de surgete continuo
con sutura no absorbible monofilamento 3-0. Se colocé al sujeto de experimentacion
con agua y alimento a libre demanda, con adecuada exposicion a la luz que permita
ciclos fisiologicos de suefio vigilia. Los animales que lo requirieron fueron auxiliados

con drenaje vesical manual mediante compresion abdominopélvica.

10.7.2 Administracion del farmaco
En el grupo con lesion medular aguda sin tratamiento, se administr6 DMSO al 5%
0.1mL via intravenosa en la vena lateral de la cola de la rata una hora posterior a la

lesion medular aguda.
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En el grupo con lesion medular aguda tratado con Chetomin, el farmaco
administrado fue obtenido por la marca Sygma™,USA, a una dosis de 0.5 mg/kg, se
conjug6 con DMSO al 5% 0.1 mL como vehiculo. Fue administrado en la vena lateral

de la cola de la rata una hora posterior a la lesion medular aguda.

10.7.3 Toma de muestras

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/Kg, via
intraperitoneal). Se coloco al animal en decubito supino, se realizé esternotomia
para infusion intracardiaca por ventriculo izquierdo de 150 mL de formaldehido al
4% con la finalidad de fijar el tejido; posteriormente se realizé reapertura de incision
previa nivel de linea media posterior, se extrajo la médula espinal en bloque
comprendiendo segmentos de T8 a T10. Las muestras se almacenaron en frascos
de vidrio de 10 cc de capacidad para su transporte en formaldehido al 10% en
proporcion 10:1 al volumen del tejido. Figura 4, 6 A. Se etiquetaron con informacién
respecto al grupo que pertenecen y numero de sujeto de experimentacion con

numero y letra en orden ascendente respectivamente.

10.7.4 Histopatologia

Las muestras fijadas en formol buffer al 10% fueron seccionadas para su estudio en
cortes axiales en 3 porciones; rostral a la lesion, epicentro de lesion y caudal a la
lesion. Figura 6 B. Posteriormente se procesaron por el método de parafina. Figura
6C. Se realizaron cortes con microtomo de 5 micras tomando tejido medular de las

porciones previamente sefaladas. Se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina
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de todos los cortes. Las muestras fueron valoradas de manera ciega por un
neuropatologo experimentado en microscopio Optico a 10x y 40x. Figura 6D, 7. Se
evaluo la lesion medular con las siguientes variables: edema, hemorragia, picnosis,
infarto, infiltracion del parénquima medular por neutrofilos y el puntaje total de dafio
histopatoldgico. Las variables previas fueron evaluadas con puntajes del 0 al 3,
obteniendo 0 cuando dicha caracteristica no se encontraba en la muestra, 1 cuando
se encontré de manera focal en un corte, 2 cuando se encontré de manera focal en
2 o mas cortes y 3 cuando se encontré de manera difusa (28). Se llen6 una hoja de
recoleccion de datos de cada sujeto de experimentacion (Anexo 4) y posteriormente

se llendé una hoja de calculo en Excel (Microsoft™, 2017) con dicha informacion.
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11. Analisis estadistico
Se realiz6 estadistica descriptiva expresada en media * Error estandar (EE). Se
realizd estadistica inferencial para comparar las madias de las variables
previamente expuestas entre los grupos mediante analisis de varianza (ANOVA) y
prueba post hoc de Tukey. Se tomd como estadisticamente significativo un valor
menor o igual de p= 0.05. Se utilizé el programa estadistico SPSS v20.0 (IBM™

statistics).

12. Resultados
Se realizaron en total 21 cirugias en 21 ratas conforme a lo planeado sin presentar
mortalidad hasta el término del estudio.
Se evaluaron cortes histopatolégicos de las médulas espinales con lesién y
tratamiento de acuerdo al grupo. Se muestran imagenes representativas de la

histopatologia observada por microscopia 6ptica. Figura 7.
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En cuanto a la evaluacion histopatologica del edema medular (media + EE), se
observo que existio una diferencia significativa con una p= 0.001 entre el grupo
control (2.0+0) y el grupo con lesion medular aguda sin tratamiento (3.86+0.37) y el

grupo con tratamiento con chetomin (3.57+0.53). Grafica 1.

En cuanto a la evaluacion histopatologica de hemorragia medular (media + EE), se
observo que existio una diferencia significativa con una p= 0.007 entre el grupo

control (2.0+0.57) y el grupo con lesion medular aguda sin tratamiento (3.14+0.37),
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sin embargo no existio diferencia estadisticamente significativa entre el grupo

control y el grupo tratado con chetomin (2.71+0.75).Grafica 2.

En cuanto a la evaluacion histopatolégica de picnosis de acuerdo al puntaje
otorgado (media + EE), se observé que existidé una diferencia no estadisticamente
significativa con una p= 0.175 entre todos los grupos. El grupo control (2.14+0.37),
el grupo con lesion medular aguda sin tratamiento (2.71+£0.95) y el grupo con

tratamiento con chetomin (2.14+0.37). Grafica 3.
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En cuanto a la evaluacion histopatoldgica de zonas de infarto medular, (media +
EE), se observo que existio una diferencia significativa con una p= 0.001 entre el
grupo control (1.0+0.0) y el grupo con lesidn medular aguda sin tratamiento

(2.71%0.75), asi como con el grupo tratado con chetomin (2.57+0.78). Grafica 4.
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En cuanto a la evaluacion histopatologica de infiltracidn por neutréfilos (media +
EE), se observo que existié una diferencia no estadisticamente significativa con una
p=0.177. El grupo control (1.0+0), el grupo con lesién medular aguda sin tratamiento

(1.43+0.53) y el grupo con tratamiento con chetomin (1.29+0.48). Grafica 5.
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Se realiz6 la sumatoria del puntaje de la evaluacién de las diferentes caracteristicas
histopatologicas para obtener un puntaje total. Se observo que existid una
diferencia significativa con una p=0.001 entre el grupo control (8.14+0.69) y el grupo
con lesion medular aguda sin tratamiento (13.86+1.67), asi como con el grupo
tratado con chetomin (12.2940.95); Asi mismo existi0 una diferencia
estadisticamente significativa con una p=0.05, observando menor dafio en el grupo
tratado con chetomin en comparacidon con el grupo de lesion medular aguda sin

tratamiento. Grafica 6.
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13. Discusion
La lesion medular aguda es una causa importante de discapacidad permanente y
de mortalidad en pacientes adultos jévenes. Desde hace 30 afos se han intentado
diferentes maniobras farmacoldgicas con la finalidad de disminuir el dafio por lesion
medular aguda con resultados poco satisfactorios en el campo clinico (8). La lesion
medular primaria es producto mecanico del traumatismo sobre el tejido medular, la
cual solo se puede evitar con prevencion primaria. Las medidas de seguridad que
se han implementado en los autos, asi como en centros de trabajo en los cuales los
trabajadores estan expuestos a sufrir caidas o de alguna manera presentar
traumatismo espinal, han contribuido a la disminucion de ésta entidad; sin embargo,
cuando hay progresion a lesidn medular secundaria no existen tratamientos

eficaces. Aunque de manera relativa se ha mostrado que el uso de
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metilprednisolona a dosis altas en las primeras horas del trauma puede disminuir
las secuelas a largo plazo, es controversial su uso debido a los efectos adversos
que se pueden presentar y se ha documentado en algunos trabajos aumento de la
mortalidad a corto plazo (14). Se ha intentado, de manera experimental, encontrar
un farmaco que disminuya la lesion medular secundaria y que sea inocuo posterior
a su administracion, sin embargo no se ha tenido éxito hasta la fecha al introducirlo
al campo clinico.

Se ha experimentado con minociclina por su efecto antiinflamatorio en tejido
nervioso (36), nimodipino por disminuir la apoptosis (37), inhibidores de la 5
fosfodiesterasa por disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias y de la 6xido
nitrico sintasa inducible (38), inhibidores de leucotrienos y otros esteroides
diferentes a la metilprednisolona por sus efectos antiinflamatorios(12), diferentes
moléculas inhibidoras de las proteinas de choque térmico (2), entre otras. Todas las
moléculas antes propuestas han mostrado en diferentes grados disminuir el dafio
por lesion medular secundaria en estudios experimentales; sin embargo, debido a
las dosis en las que se deben manejar, su limitada ventana terapéutica y que no
han mostrado mayor eficacia que la metilprednisolona, no se han realizado estudios
clinicos hasta la fecha y su utilidad en un escenario clinico queda en entredicho.
En el presente trabajo se evalu6 un farmaco que modula la activaciéon del HIF-1a,
factor de transcripcidn que se expresa en condiciones de hipoxia que actua
principalmente por dos vias moleculares: activar la transcripcion del VEGF y de esta
manera producir angiogénesis, lo cual en el momento de la reparacion medular, dias

después de la lesion, podria contribuir a una reparacion tisular, sin embargo en el
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momento agudo de la lesidn (primeras 8 horas) perpetua la cascada proinflamatoria
al inducir la transcripcion de genes que codifican para citocinas proinflamatorias(39).
Por otro lado el HIF-1a, también activa la transcripciéon del NF-xB, factor de
transcripcion que esta involucrado en la activacién de genes proinflamatorios.
Nosotros creemos que la modulacion de la activacion del HIF-1a podria estar ligada
a la disminucion del dano por lesion medular secundaria al inhibir las vias
proinflamatorias antes propuestas.

En el presente trabajo se observo que en la evaluacion histopatologica de médulas
espinales sometidas a lesion medular aguda, a las 4 horas posteriores al
tratamiento con chetomin, existio una disminucion en la presencia y extension del
edema, hemorragia, picnosis, areas de infarto, asi como la infiltracion por neutrofilos
respecto al grupo con lesion medular aguda sin tratamiento; sin embargo, no existio
una diferencia estadisticamente significativa. El grupo control, como era esperado,
fue el que menos dafio presentd. Se observd diferencia estadisticamente
significativa en comparacién con los grupos de lesion medular sin tratamiento y el
tratado con chetomin en todas las variables a excepcion de la presencia y extension
de hemorragia, en la cual no se observé diferencia estadisticamente significativa
con el grupo tratado con chetomin. Se realizé la sumatoria del puntaje asignado a
todas las variables y se compard entre los grupos. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo control y ambos grupos lesionados, con
y sin tratamiento; Sin embargo, de manera interesante también se observo un
puntaje menor de manera estadisticamente significativa del grupo tratado con

chetomin respecto al grupo de lesion medular aguda sin tratamiento. Existen
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estudios en la literatura en los cuales a pesar de no encontrar resultados con
diferencias estadisticamente significativas en la histopatologia, al realizar estudios
mas especificos sobre la respuesta inflamatoria se han encontrado resultados que
apoyan el efecto benéfico en la lesidn medular aguda con el empleo de diferentes
terapéuticas (40); en este caso se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el puntaje total de dafio histopatolégico comparando al grupo
tratado con chetomin respecto al grupo de lesion medular aguda sin tratamiento. El
menor dafio histopatolégico en el grupo tratado con chetomin, evidenciado por
menor formacion de edema, hemorragia, picnosis e infarto se puede atribuir a su
efecto antiinflamatorio hipotético antes mencionado. La infiltracion por neutrofilos se
tiene que evaluar de manera adecuada con grupos de experimentacidon que se
observen por mas de 8 horas posterior a la lesibn medular, ya que es el tiempo en
el que se da dicho fenomeno con mayor intensidad (30). No existen estudios
publicados precedentes en cuanto al estudio del chetomin con la finalidad de
disminuir el dafo por lesion medular aguda. Dentro del mismo proyecto al que
pertenece éste trabajo, se realizara determinacion de la expresion de factores de
transcripcion involucrados en respuesta proinflamatoria, asi como la produccion de
especies reactivas de oxigeno, dichos estudios son necesarios para concluir la
efectividad del chetomin para disminuir el dafio por lesion medular aguda y de
obtener resultados positivos plantear estudios funcionales experimentales y
posteriormente clinicos. Asi mismo es necesario incluir grupos tratados con
chetomin que cursen con mayor tiempo posterior a la lesion para poder analizar el

dafio histologico con mas horas de evolucion.
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14. Conclusiones

Existi6 menor puntaje total de dafio histopatolégico de manera estadisticamente
significativa en el grupo con lesion medular aguda tratado con chetomin comparado
con el grupo con lesion medular aguda sin tratamiento, a pesar de no observarse
diferencias estadisticamente significativas en los puntajes por separado de las
diferentes variables analizadas entre los mismos grupos.

Se requiere el analisis de manera especifica de la expresion de moléculas
proinflamatorias mencionadas a lo largo de este trabajo, asi como la formacion de
especies reactivas de oxigeno y agregar mas grupos de experimentacion para poder
observar el efecto del farmaco en dichas variables en un periodo mas prolongado
de tiempo; de encontrar resultados positivos se tendran que desarrollar estudios

experimentales funcionales.

34



15. Anexos.

Anexo 1. Dictamen de aprobacion por el comité de investigacion en animales

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”
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Anexo 2. Dictamen de aprobacion emitido por el comité de ética del Hospital Central

Sur de Alta especialidad. PEMEX
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Anexo 3. Dictamen de aceptacion de protocolo del presente trabajo emitido por

jefatura de ensenanza del Hospital Central Sur de Alta especialidad. PEMEX
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Anexo 4. Hoja de recoleccion de datos de caracteristicas histopatolégicas.

Hoja de captura de datos.

Evaluadion del efecto del Chetomin sobre las caractenisticas histopatologicas en un modelo muring de lesion
medular aguda

Instrucciones: Marcar con una “X" |3 opcion a la que corresponda cada item, escribir observaciones en el
apartado pertinente solo en aso de que comesponda.

Fecha:
Grupo: Sham [ ), Control ( |, Chetomin 1 hora { ), Chetomin 8 horas [ ), Chetomin 24 horas [ ).
Nuimero de sujeto de experimentacion:

Observaciones durante administracion de medicamentos, cirugia, postquinirgico y fijacion de muestra:

Histopatologia:

Picnosts nuclear: leve | |, moderado [ ), severo | )
Edema; leve | ), moderado | ), severo | )
Imfarto: leve | ), moderado | ), severo ( )

Infittracion del parénguima medular por neutrafilos: leve | ), moderado ( ), severo [ )

Observaciones durante realizacion de laminillas, tinciones y observacion de histopatologia:
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