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RESUMEN

Se realizé un estudio de lesion medular aguda en ratas Wistar para conocer el
comportamiento que tuvo el farmaco Chetomin sobre la médula espinal después
de que se le realizé una compresion por medio de un clip. El tiempo en que el
organo estuvo sujeto al dafio por compresion consté de 1 y 8 horas, al finalizar
esos tiempos a los modelos de experimentacion se les administré por via
intravenosa el farmaco Chetomin. El tiempo que estuvo en el sistema del modelo
de experimentacion fue de 4 horas y posteriormente se aplicé la eutanasia con
pentobarbital (120 mg/Kg); los cuerpos fueron perfundidos con paraformaldehido a
5% para poder extraer la porcidén lesionada de médula espinal sin alterarla. Los
fragmentos de la médula espinal donde se encontré la lesién fueron tomados para
estudio de histopatologia, donde no se observé diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control; sin embargo, se requieren mas estudios
con este farmaco ya que no se tiene un antecedente en lesiones medulares. Este

trabajo podria ayudar como base para otras investigaciones.



1. Introduccion

La lesion medular aguda es un padecimiento catastréfico tanto para los humanos
como para los animales de compaiiia provocando alta morbilidad y mortalidad. En
el caso de humanos, anualmente se estiman en Norte América 12,500 casos
nuevos de dafio en médula espinal, segun informa el “Injury Statistical Center”.
Cerca del 90 % de los casos que se presentan por dafio medular se asocian a
accidentes automovilisticos, violencia, deporte y caidas. Se ha revelado que existe
una relacién 2:1 entre hombres y mujeres, asi como una incidencia mayor en
hombres desde los 30 hasta los 80 afios, mientras que en las mujeres va desde
los 15 hasta los 19 afios y hasta los 70 afios. Se calcula que en el 2015 hubo 2.5
millones de personas con secuelas relacionadas con este padecimiento a nivel
mundial (1). En medicina veterinaria no se tienen datos actuales de su incidencia,
aungue se estima que en perros cerca del 2 % son generados por enfermedades
de discos intervertebrales (EDI), 60 % son generados por traumatismos, y
solamente el 5 % desarrolla lesiébn medular, otras causas que producen una lesion
medular son embolia fibrocartilaginosa y espondilomielopatia cervical (2). En el
caso de los gatos, de 205 casos revisados, los traumatismos por medios externos
tuvieron una prevalencia de 7 %, EDI 4 % entre vértebra toracica 12 (T12) a
vértebra lumbar 1 (L1) y entre vértebra lumbar 4 (L4) y vértebra lumbar 6 (L6), asi
como heridas penetrantes 2 % (3). Cabe mencionar que estos datos no son
propios de nuestro pais, ya que no se ha podido estimar la incidencia de los casos
por lesibn medular aguda por la falta de reportes clinicos y datos epidemiolégicos

fidedignos. Se ha realizado investigacion de manera exhaustiva y tanto en



medicina veterinaria como en medicina humana, se han implementado
tratamientos contra la afeccion en meédula espinal (2), pero ain no se han
implementado estrategias que mejoren la recuperacion neuronal para promover
una mejor calidad de vida, o que disminuyan la morbilidad y mortalidad en este

tipo de pacientes.

Se sabe que un manejo cuidadoso debe realizarse desde el sitio donde ocurrié el
evento traumatico o accidente, hasta el transporte a un centro hospitalario, siendo
fundamental el tiempo que pasa desde el traumatismo a la atencibn médico-
quirdrgica, lo cual aporta mayores beneficios cuando se realiza dentro de las
primeras 24 horas, siendo ideal dentro de las primeras 8 horas (4). En ocasiones
se requiere tratamiento quirdrgico para una descompresion medular y disminucién
del dafio, sin embargo, el resultado es poco alentador y estd directamente

relacionado con el periodo de tiempo en que se realiza la descompresion (4).

El dnico farmaco que se utiliza de manera rutinaria en la mayoria de los servicios
hospitalarios a nivel mundial es el succinato de metilprednisolona tanto en
humanos como en animales de compaifiia, con modestos efectos demostrados en
estudios experimentales y clinicos, asi como mdultiples efectos adversos (5). Hasta
el momento, no se ha encontrado un farmaco que disminuya de manera
significativa el dafio medular agudo de manera clinica, la opcion con la que el
médico cuenta es la descompresion medular por medio de una laminectomia o
hemilaminectomia (6). El uso de alternativas farmacoldgicas que puedan disminuir
el proceso inflamatorio postraumatico en la médula espinal con la finalidad de

disminuir la morbilidad y mortalidad en los pacientes, asi como, aportar nuevos

-3-



conocimientos en ciencia basica respecto a la fisiopatologia de la lesion medular
aguda seran de gran ayuda para los clinicos ampliando sus opciones y tener una

mejor terapia quimica para este tipo de lesion.

Como antecedentes han habido diferentes estudios utilizando diferentes farmacos
para tratar la lesibn medular, sin embargo, aun no se ha podido encontrar un
farmaco que disminuya la lesién medular secundaria, por ejemplo, algunos AINES
(Ibuprofeno, Indomethacin, Naproxeno y Ketorolaco) que ayudan a bloquear la
molécula RhoA postulando que pudiera presentarse la neuroregeneracion (7);
otros farmacos son Naloxone opiode antagonista, Nimodipine L bloqueador de
canales de calcio, mesilato de Tirilazad que atenua en la peroxidacion de las
membranas neuronales (6), entre otros, sin el éxito deseado. En investigaciones
relacionadas con el HIF-1a existe evidencia de que investigadores han trabajado
con la sobreexpresion del factor para inactivar la apoptosis, activar la autofagia y
promoviendo la regeneracion axonal de los microtubulos en un periodo de 28 dias

teniendo resultados favorables pero que aun deben ser investigados (8).

2. Anatomia de la médula espinal

La médula espinal pertenece al sistema nervioso central (SNC), se encuentra
protegida por la columna vertebral que va a lo largo de la médula espinal y su
funcién principal es proteger la médula espinal y darle soporte al cuerpo, siendo su
eje principal. La columna vertebral en la mayoria de los mamiferos esta
compuesta por 7 vértebras cervicales, 13 vértebras toracicas, 6 lumbares, entre 3-
5 sacras, y en cuanto a las vértebras coccigeas dependera de la especie y en

ocasiones de la raza (9). Estos huesos que protegen a la médula espinal son
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huesos irregulares conformados por un cuerpo vertebral que le da soporte a la
vertebra, un arco vertebral posterior o dorsal que forma las paredes del foramen
vertebral que al unirse todas las vértebras dan origen al conducto vertebral; cuenta
con apofisis que sirven para que musculos y articulaciones de vértebras

adyacentes puedan insertarse (9).

La médula espinal se encuentra a lo largo del conducto vertebral, revestida por
tres membranas: la duramadre, la aracnoides y la piamadre; esta dividida en 3
segmentos teniendo la porcién cervical, la porcion toracica y la porciéon lumbar, en
esta Ultima, en la mayoria de las especies termina la médula espinal, y entre las
vértebras lumbares 6 y 7 encontrariamos el final en forma de cono llamado cono
medular que estd rodeado de los nervios espinales sacros que salen por los
forAmenes intervertebrales; esta formacion de raices nerviosas da origen a la
llamada cauda equina (10). La médula espinal esta compuesta de materia blanca
y materia gris, que al contrario del encéfalo la materia gris se encuentra en el
interior formando una “H” y la parte externa esta conformada por materia blanca
(10). La materia gris se divide en cuatro segmentos; el primero de ellos son las
astas dorsales, el segundo segmento es el intermedio, el tercero las astas
ventrales y una regién central rodeando el canal central (10). Se habla de que las
principales funciones de la médula espinal son el control motor, la percepcion de
sensacion y un mecanismo autbnomo (10), aunque estas funciones siempre
estaran mediadas por una red de neuronas, como los ganglios supraespinosos,
interneuronas, entre otras células que les permitiran a estas funciones llevar un

control de las sefales aferentes y eferentes (10).



En cuanto a la irrigacion, la médula espinal estd irrigada por unas arterias
segmentarias provenientes de la aorta descendente, la porcion del térax por
arterias intercostales y en menor cantidad arteria subcostal, y la porcion lumbar
por las arterias segmentarias que vienen directamente de la aorta descendente
(11). Este suministro de arterias no solo sera para la médula espinal, sino que

abarca la columna vertebral, musculos adyacentes y raices nerviosas (11).

En el caso de la médula espinal vamos a encontrar dos sistemas arteriales que
estardn en su superficie. El primero de estos dos sistemas esta conformado por
una arteria espinal dorsal (AED) que corre a lo largo de la médula y dos arterias
espinales ventrales o ventrolaterales (AEV); en el segundo sistema arterial vamos
a encontrar una red llamada plexo pial, que estd cubriendo la periferia de la

médula espinal (11).

Estos dos sistemas podriamos considerarlos como extrinsecos, ya que la médula
espinal tiene un sistema arterial intrinseco dividido en dos partes. El primer
sistema es por medio de una via central o centrifuga que esta formado por la
arteria central también llamada arteria sulcal o sulcos comisurales, que se originan
a partir de la AED que viaja a través de la fisura mediana anterior (11). El
segundo sistema es por medio de una via periférica centripeta, también llamada
vasocorona, que esta tiene su origen en el plexo pial, estas proyecciones seran
como perforadores que estaran ingresando a la materia blanca centripetamente
(11), de tal forma que el sistema central estaria irrigando la materia gris y el

sistema periférico la sustancia blanca.



El flujo de sangre venosa es en parte similar al arterial, también consiste en un
sistema intrinseco y extrinseco (periferia). En el sistema intrinseco tenemos a las
venas centrales o sulcales que recolectan la sangre de ambas mitades de la parte
medial de los cuernos anteriores, la comisura gris anterior y la sustancia blanca
del funiculo anterior. Las venas radiales o periféricas son los otros vasos
sanguineos que forman parte de la via intrinseca teniendo su origen en los
pequefios capilares que surgen en la periferia de la materia gris de los cuernos
lateral y del nucleo dorsal de Clark o de la sustancia blanca (11). Estas venas
periféricas van hacia la periferia de la médula formando un anillo venoso que
eventualmente va a desembocar en el sistema venoso superficial, que consiste en
venas longitudinales que a su vez formaran una red por las mismas anastomosis
gue se generan (11). La sangre es drenada por medio de las venas espinales
dorsales que recibe la sangre de las venas sulcales y de las venas de la fisura
ventral; en el caso de las venas posteriores estas pueden ser hasta tres venas
espinales ventrales siendo la mediana la que tiene el mayor calibre, mientras que
las otras venas se ubican postero lateralmente a las AEV’s y son llamadas venas

pinales posterolaterales (11).

3. Lesion medular aguda

A lo largo de estos afios se ha visto el dafio no solamente de salud sino en el
aspecto socioeconémico de sufrir una lesibn medular, tanto en la medicina
humana como en la medicina veterinaria. Hasta la fecha se han probado
diferentes métodos, sobre todo quimicos, para reducir el dafio generado durante la

lesion medular. Los modelos animales para experimentacién son una fuente util de
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informacion para comprender y desarrollar mejores tratamientos para este
problema. En 1973 se crea la “American Spinal Injury Association” lo que
permitiria el libre intercambio de informacidén, investigacion con el fin de mejorar
los tratamientos que se aplicarian a los pacientes que sufren de este problema
(12). Fue hasta 1982 cuando se implementa una escala de clasificacién en las
lesiones espinales que evolucionaria a la actual “American Spinal Injury
Association Impairment Scale” (AIS) con el fin de tener una mayor precision de
cual pudiera ser el origen de la lesiobn espinal, en medicina veterinaria se
mencionan el uso de la escala de Frankel modificada, 14-point pelvic limb
neurologic score y “Texas Spinal Cord Injury Score” (TSCIS) (13), pero realmente

no esta descrita una escala que sea universal como en la medicina humana.

Durante la lesiébn medular se presentaran dos tipos de lesiones, una primaria y
otra secundaria. La lesiéon primaria serd provocada por el traumatismo inicial,
mientras que la lesion secundaria sera provocada por los cambios fisiolégicos que
sufrirdn las células por el traumatismo inicial como, por ejemplo, lesiones
vasculares, dafio por excitotoxicidad, desbalance i6nico, inflamacion, estrés

oxidativo y muerte celular (1).

3.1 Lesion medular primaria

Esta originada por el traumatismo que dafia el parénquima de la médula espinal ya
sea por compresion por el hueso o del disco intervertebral, fractura de hueso o por
un objeto externo (1). Existe una incidencia de las causas por las que se origina

una lesién medular:



1) Compresion de la médula espinal por un traumatismo.

2) Traumatismo que va a generar una compresion momentanea.

3) Distraccidn o separacion de dos vértebras adyacentes.

4) Laceracion o bien transeccion (1).

Dentro de las causas previamente mencionadas tenemos que la compresion a la
médula espinal es la mas comun dentro de las lesiones medulares, pero se debe

mencionar que la compresion momentanea es muy poco frecuente (1).

3.2 Lesion medular secundaria

Una vez generada la lesion primaria se va generando la segunda fase de dafo,
repercutiendo en la sobrevida del tejido medular. Hablamos de que la médula
espinal tendr4 dafio por la destruccion celular ocasionada por la isquemia-
reperfusion, el dafio que sufre el endotelio o por la poca vascularizacion después
de haberse producido el trauma, la presencia de edema en el Organo, la
destruccion axonal, los dafios que se van a ir presentando en la membrana
celular, la acumulacién de calcio (Ca++) dentro de la células, los procesos
inflamatorios mediados por células, citocinas, quimiocinas y la biosintesis de las
especies reactivas a oxigeno (ROS), daran paso a que las células y al 6rgano en
cuestion sufran muerte celular, retardando una supuesta recuperacién, sumado a
los eventos que se pueden ir presentando cuando la lesiébn pase a un estadio

cronico (1).



3.3 Lesioén vascular

Durante la lesion medular aguda, la médula estara expuesta a una serie de
cambios fisiolégicos. La ruptura de los vasos sanguineos dentro de la médula
espinal, provocando un retraso en el aporte sanguineo al érgano por consiguiente
se generara un periodo de isquemia, al haber un traumatismo en la médula espinal
producirdn hemorragias (14).Durante la isquemia, la falta de aporte sanguineo y
por lo tanto la falta de oxigeno va estimular la sobreexpresion del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) provocando un aumento de la
permeabilidad vascular; la ruptura de la barrera hematoencefélica estara causando
que el liquido de la matriz extracelular penetre al tejido, provocando un desbalance
ionico y formacion de edema en el &rea de lesion, asi como el aumento de liquido
en el interior de las células (15). La materia gris y la materia blanca tienen un
aporte sanguineo diferente, la materia blanca tiene una red de capilares y
neuronas con una demanda metabdlica mayor, lo que le permite soportar estos
periodos de isquemia, incluso se menciona que a los 15 minutos post-traumatismo
el nivel sanguineo regresa a su estado basal (1). La materia gris no cuenta con
esta red de capilares lo que le estaria permitiendo que el retorno sanguineo
regrese a un estado basal. Al recuperarse el aporte sanguineo después del
periodo de isquemia que se produjo por la compresion medular, se generara un
segundo fendbmeno, la reperfusion, ocasionando que el oxigeno que entra al area
de lesion actue provocando un aumento en la formacion de radicales libres por via
enzimatica aunado a la formacion de radicales libres que se generaron por la via

no enzimatica en el momento del traumatismo (16).
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3.4 Dafio por excitotoxicidad, desbalance idnico y estrés oxidativo

Una vez que se ha generado la compresién medular, hay ruptura de los capilares
dentro de la médula espinal provocando hemorragia, como la generacion de
radicales libres y un desbalance ionico. Durante la lesion medular aguda el calcio
intracelular aumenta por el desbalance i6nico y la presencia de radicales libres
provocando una mayor liberacion del glutamato, aumentando los primeros 15 a 30
minutos posteriores a la lesibn y regresara a niveles basales a la hora post
traumatismo (17,21). El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del
SNC que se ha estudiado en la lesi6bn medular, sus receptores se dividen en dos
tipos: por canales catiénicos llamados ionotrépicos, y receptores asociados a
proteina G llamados metabotrépicos (18). Los receptores catibnicos estan
clasificados en tres distintos tipos: N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) y receptores de kionato (19). Tanto en el
humano como en la rata existe una clasificacion para los transportadores de
glutamato que tienen como funcion regular las concentraciones de glutamato en la
hendidura sinaptica, ya que las células nerviosas como astrocitos, neuronas, glia
pueden liberar glutamato cuando las concentraciones de Ca++ intracelulares
aumentan (20). Mientras la cantidad de glutamato va aumentando en la matriz
extracelular, las células empiezan a tener cambios en su interior, presentando un

desbalance ionico (20).

Durante la compresion medular, el 6rgano va a sufrir un periodo de isquemia
produciendo que los niveles de oxigeno bajen y la produccion de adenosin

trifosfato (ATP) se vea disminuida durante el periodo de isquemia. Cuando la
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célula no puede producir ATP, pasa a un metabolismo anaerdbico ocasionando
gue la misma célula produzca menos sustancias antioxidantes, las bombas como
la de Na+ - K+ se veran afectadas al igual la bomba de Ca++ (22). Las bombas
como la de Na+ - H+ se vera afectada por la acumulaciéon de Na+ que se
encuentra en el interior de la célula, las bombas de Ca++ del reticulo
endoplasmatico dejaran de funcionar provocando que no pueda recapturar el
Ca++ (23). La disminucion del pH y la acidosis metabodlica que se va a ir
produciendo afectara la actividad enzimatica, los ribosomas se veran deteriorados
inactivando asi la sintesis de proteinas, la acumulacién de Na+, H+ y Ca++
provocara una hiperosmolaridad haciendo que el liquido en la matriz extracelular

entre a la célula haciendo que esta se hinche (24).

La célula empieza a tener un desbalance iénico, la mitocondria empieza a pasar a
un estado de alteraciéon impidiendo que sus funciones normales se puedan
realizar, las células empiezan a morir y sus canales iénicos fallan por la presencia
de ERO, estas empiezan a aumentar a partir de que se origina el traumatismo en
la médula espinal y elevando sus niveles pudiendo llegar a niveles muy altos a la
hora de la lesion (25). Existen diferentes rutas por la cual se va a generar estrés
oxidativo, entre las principales tenemos el sistema de oxidasa xantina, sistema
oxidasa de NADPH, la cadena transporte de electrones mitocondriales y el oxido
nitrico sintetasa desacoplado, esto en rutas enzimaticas; mientras que en las no
enzimaticas esta incluidas la hemoglobina y la mioglobina cuando se genera un

dafo muy severo (26).
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3.5 Respuesta inmunoldgica

Al efectuarse sobre la médula espinal el primer dafio, en este caso la compresion
medular, se va a producir la destruccion de los vasos sanguineos dentro de la
médula espinal, asi como los vasos que la rodean y la ruptura de la barrera
hematoencefélica. Estas dos alteraciones van a producir que las células del
sistema inmune puedan infiltrarse con mayor facilidad a la médula espinal. Los
niveles de citocinas proinflamatorias aumentan a nivel local y sistémico, esta
concentracion puede ser medida en el liquido cefalorraquideo a minutos o incluso
horas después de la lesion (27). Al generarse el primer dafio en la médula espinal
los niveles de neutréfilos aumentaran a partir de las 12 horas post lesion medular,
teniendo un nivel maximo en las primeras 24 horas (28). Después de este periodo,
los niveles de neutréfilos iran disminuyendo paulatinamente. Otra molécula
inflamatoria que va a intervenir durante el proceso de la inflamacion es el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) que tendra un aumento a partir de las 3 horas desde
que se genero la lesidon hasta un periodo de 24 horas (29). La interleucina 6 (IL-6)
tendrd presencia a partir de los 15 minutos posterior a la lesion (29); estas dos
moléculas tendran una gran presencia en el area donde se llevé a cabo el dafio en
la médula espinal. Se han reportado que tanto TNF-a como IL-1B3 llegan a
ocasionar muerte de oligodendrocitos, inhibiendo transportadores de glutamato en
los astrocitos, esta acumulacion de glutamato es lo que va a producir la muerte de
los oligodendrocitos por exotoxicidad (30). Este ciclo en el cual el TNF-a es
liberado provoca un aumento de glutamato, hay un incremento en el radio

excitador/inhibidor aumentando los niveles de Ca++ provocando que haya muerte
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neuronal por apoptosis (25). La respuesta de citocinas proinflamatorias parece
estar regulada por el factor nuclear kappa beta (NF-kB) este mismo factor que va a
codificar para las diferentes citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1(B, IL-6

entre otras, va a estar regulado por el factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a) (24).

3.6 Muerte celular por apoptosis y necrosis

Durante el impacto que sufre la médula espinal habré células del sistema nervioso
que van a morir por necrosis, un proceso no fisiolégico. La apoptosis serd un
proceso de muerte celular que estara mediada por diferentes moléculas. Estos dos
procesos de muerte celular son los mas estudiados dentro de la lesion medular

aguda (31).

Como se habia mencionado antes la apoptosis es un proceso que estara regulado
para que la célula programe su ciclo de vida. Su proceso estara dividido en dos
diferentes estadios, un proceso extrinseco y un proceso intrinseco, ambos

activados para inducir la muerte de la célula (31).

Intrinseca: la fase intrinseca de la apoptosis esta determinada por las mitocondrias
que responden a los estimulos que se presentan en el interior de las células.
Podemos hablar de dos tipos de factores que se encontrara una célula para que
inicie la apoptosis, los factores o sefiales negativos seran cuando no haya
presencia de citoquinas, hormonas o factores de crecimiento en el microambiente
de la célula promoviendo moléculas de la apoptosis como son puma, noxa y bax
gue normalmente se encuentran inactivadas dentro de la célula (31). Mientras que

los factores que se encuentran en la naturaleza son llamados como factores o
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sefales positivos, como son, virus, toxinas, radiacion, radicales libres, hipoxia,

entre otros (32).

Los cambios que se generan por los estimulos positivos y negativos causan que la
transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT) se altere, esta accion dara paso a
que sean liberadas al citosol proteinas pro-apoptéticas iniciando la via intrinseca
(32). Una vez abiertos los poros mitocondriales habrd dos grupos de moléculas
que seran liberadas, el primero liderado por el citocromo ¢, Smac/DIABLO y la
proteasa serina HtrA2/Omi (31). De este grupo, es de gran importancia el
citocromo ¢ ya que desencadena la via intrinseca, se habla también que la
caspasa-9 es el elemento que origina esta via sin embargo ambas moléculas son
esenciales para que se lleve a cabo la via intrinseca. El citocromo ¢ se une a la
proteina apoptética proteasa factor de activaciéon 1 (APAF-1) y a la procaspasa-9,
formando un apoptosoma que activa a la caspasa-9; mientras Smac/Diablo y
HtrA2/Omi tiene la funcién de inhibir a las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAP) (32). La caspasa-9 junto con la caspasa-3 iniciardn la cascada de las

caspasas para que se lleve a cabo la apoptosis (33).

El segundo grupo que es liberado de la mitocondria es: endonucleasa G, factor
inductor de apoptosis (AIF) y DNasa activada por caspasa (CAD) cuyas funciones
se realizardn después de que hayan translocado al nucleo, AlF tendra la funcion
de fragmentar al DNA y la condensacion de la cromatina nuclear periférica, la
endonucleasa G se va unir a la cromatina nuclear produciendo fragmentos de
ADN oligonucleosémico, CAD tras unirse con la caspasa-3 y translocado al

nacleo, formaran fragmentos de ADN oligonucleosémico como otros procesos mas
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avanzados de la condensacion de la cromatina (33). Cabe mencionar que las

funciones AIF y la endonucleasa G son independientes a las caspasas (33).

Extrinseca: la fase extrinseca de la apoptosis se podra observar dos elementos; el
primero pertenece a los ligandos de la muerta y el segundo a los receptores de la
muerte. Los ligandos que son liberados por células NK y macréfagos tienen
participacion en la via extrinseca de la apoptosis son TNF, Fas ligando (Fas-L) y el
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL). Estos se unen a sus
respectivos receptores TNF, se acoplan con el receptor 1 de TNF (TNFR1), Fas-L
con Fas, que también se les conoce como CD95/Apo-1 y el receptor TRAIL (33).
Después de la interaccién del ligando con su receptor empieza la via extrinseca
con la activacion de procaspasa-8 a caspasa-8, esta activacion va a producir el
complejo de sefial inductor de muerte (DISC, por sus siglas en inglés), esta sefial
va a ocasionar que se recluten mas procaspasas-8 activara dos vias nuevas, una
llamada tipo 1 y otro tipo 2 (31). El tipo 1 esta directamente relacionada con la
caspasa-8 que al iniciar su activacion dara lugar a la apoptosis; mientras que en el
tipo 2, las IAPs van a inhibir a la caspasa-8 aunque estas pueden ser inhibidas por
las mismas proteinas que seran liberadas de la mitocondria durante la via

intrinseca de la apoptosis (31).

Necrosis: En contraparte con la apoptosis, la necrosis es un proceso
independiente que no requiere el estimulo como de un ligando; es un proceso que
no tiene control y es generado por el dafio tan severo hacia la célula causado por
un shock repentino como puede ser dafio por radiacion, calor, quimico, hipoxia,

entre otro (31). En este proceso participaran proteinas pro-inflamatorias como el
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factor nuclear kappa B (NF-kB). La célula se hincha por su incapacidad de
mantener la homeostasis, posteriormente hay ruptura de la membrana celular,
derramando todo su contenido al intersticio tisular produciendo inflamacion y dafio

al tejido (33).

4. Factor inductor de hipoxia-1 (HIF-1)

El factor inductor de hipoxia sera clave para esta investigacion, ya que como lo
dice su nombre los niveles de HIF-1 aumentan cuando un tejido entra en un
periodo de hipoxia. En el caso de la lesion medular en el modelo animal la médula
espinal presenta un periodo de hipoxia provocando que el factor HIF-1 aumente y
pueda transcribir diferentes factores. EI factor HIF-1 es un heterodimero
compuesto de dos moléculas, una HIF-1a y otra porcidon que en todo momento se
esta expresando HIF-1B o también llamado hidrocarburo de aril (34, 35). Mientras
HIF-1B se expresa de manera continua en el nucleo de la célula, HIF-1a es
expresada al interior de la célula, sin embargo, sus niveles seran muy bajos ya
gue es una molécula muy sensible al oxigeno y se degradara rapidamente, se
estima que su tiempo de vida en una célula en estado de normoxia es de
alrededor de 5 minutos (34, 35). Entonces, HIF-1a va a sufrir una degradacién
mientras exista oxigeno en el interior de la célula. Durante el proceso de
eliminacién en un periodo de normoxia HIF-1a sera hidroxilado en prolina 402 y
564 por medio de reacciones dependientes de oxigeno, en seguida sera acoplado
a un complejo de ubiquitinacién por parte de Von Hippel-Lindau que finalmente se

degradara en por medio de un sistema de proteasoma (34, 35).
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En un cuadro de dafio medular por compresion, las cantidades de oxigeno se
veran reducidas por lo que la eliminacion de HIF-1a no se realizara por la
sensibilidad de este proceso hacia el oxigeno. La acumulacion de HIF-1a en la
célula dara paso a formar heterodimeros con HIF-13 provocando el reclutamiento
de p300 y proteinas de union CREB (CBP) que son coactivadores de transcripcion
que con la union de los elementos de respuesta-hipoxia resultara en la

transactivacion de alrededor de 100 genes (34, 35).

Tratamientos

4. Dimetil sulfoxido (DMSO)

Dimetil sulféxido conocido cominmente como DMSO fue descubierto por los
alemanes en el siglo XIX con la intencién de crear papel de la pulpa de madera
con costos mas bajos, al producirse diferentes compuestos se lleg6é al
descubrimiento del DMSO (36). Una sustancia para la que poco a poco fueron
encontrando diferentes usos entre ellos tenemos la gran capacidad de transportar
moléculas a través de las barreras. DMSO tiene diferentes funciones, aunque
destaca la funcion de transportar las moléculas a través de las barreras tisulares,
incluso se habla que tiene una gran facilidad de penetrar a través de la piel; otra
funcion que suele tener es la de preservacion de los tejidos, se ha mencionado en
algunos articulos el uso de DMSO como crioprotector la funcion que mas
conocemos dentro del campo de la veterinaria como un antiinflamatorio (36). Son
tres las funciones principales del DMSO, aunque la ultima ya no se aplica tanto a
la medicina humana sino a la medicina veterinaria, se utiliza mucho sobre todo en
clinica como agente antiinflamatorio. Debemos aclarar que estas no son las Unicas
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funciones que se le han encontrado al DMSO, se puede incluir la fosforilacion
oxidativa en la mitocondria, que tiene una mejora, una propiedad para degradar
radicales libres, aumento en la diuresis, neuroprotector cuando se presentan

isquemia en el cerebro, entre otras (37).

6. Metilprednisolona

La administracién de succinato de metilprednisolona ha sido por varios afios el
principal farmaco que se administra en una lesibn medular, sin embargo, su uso
en la clinica ha sido cuestionado, sobre todo en medicina humana. Los beneficios
que tiene el succinato de metilprednisolona en el tejido no son muchos, incluso se
recomienda que su administracion no sea mayor a las 8 horas post traumatismo.
En diferentes estudios se habla de una controversia con su uso por lo mismo de
que sus beneficios son pocos y los problemas secundarios llegan a estar
presentes en algunos pacientes. La practica de administrar este farmaco en una
lesion medular se debe mas a que actualmente no hay un tratamiento especifico
contra la lesiébn medular y la Unica medida es optar por un farmaco que no ayuda

del todo y con el riesgo de generar dafios secundarios (5).

Uno de los principales problemas o riesgos que se tiene al administrar succinato
de metilprednisolona es que produce un aumento en las infecciones en heridas y
hemorragias gastrointestinales, aunque estos problemas son manejables (38). El
problema en México es que su administracidbn sobrepasa el limite de 8 horas
cuando en los estudios que se realizan con una administracion no mayor a 8 horas
se observan una diferencia estadistica significativa que hay una mejora motora en

un lapso de 6 meses, pero como lo mencione en México llegan casos donde
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pasan dias, semanas, meses o incluso afios de no recibir tratamientos lo que

complica que los pacientes puedan tener una recuperacion motora y sensitiva.

Por ser un corticosteroide sintético con efectos como antiinflamatorio e
inmunosupresor, se utiliza tanto en medicina humana como en medicina
veterinaria. Es un farmaco que logra atravesar la membrana celular uniéndose a
receptores intracelulares de glucocorticoides, este complejo va a translocar hacia
el nucleo uniéndose a secuencias especificas en el DNA y provocando la
supresion o el bloqueo de ciertos genes (38). Esta unién promueve la expresion de
genes con propiedades antiinflamatorias y el bloqueo de factores de transcripcion
como NF-kB (38). A su vez tiene el efecto de suprimir la sintesis de la
ciclooxigenasa (COX)-2 que al haber un dafio en un tejido es responsable de la

produccion de prostaglandinas dando origen a la cascada de la inflamacién (38).

Al administrarse por via intravenosa le da un periodo de accién de una hora, con
una vida media de 0.25 horas y tiene su metabolismo en el higado con excrecién

urinaria (33).

7. Justificacion

La lesibn medular aguda es un serio problema para la medicina humana y
veterinaria, causando una discapacidad permanente y mortalidad, siendo mas
vulnerables los jovenes. En cuanto a medicina veterinaria existe un gran nimero
de animales que no son tratados por los elevados costos de los tratamientos
farmacolégicos y quirdrgicos, prefiriendo en algunos casos la eutanasia como una

medida de solucion. Hoy en dia no se tiene un farmaco que sea el ideal para el
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tratamiento de la lesion medular aguda ya que los medicamentos actuales no son
especificos para tratar este problema y presentan efectos secundarios no

deseados.

Chetomin (Dithiodiketopiperacina): obtenido del hongo Chaetomium spp. la
dithiodiketopiperacina es un metabolito (Enzo Biochem, Inc. New York) que tiene
propiedades antimicrobianas con la capacidad de bloquear la interaccién que tiene
HIF-1a con p300 (39, 40). ElI Chetomin actia en la estructura terciaria del dominio
CH1 del coactivador p300 de esta forma va a bloquear su interaccién con HIF-1a
impidiendo que se lleve a cabo la transcripcion inducida por hipoxia (39, 40). Se
menciona que el Chetomin tiene una vida media de 4 horas (39, 40). El uso de
Chetomin para bloquear la interaccion entre p300 y HIF-1a es en modelos
tumorales donde se ha observado que el farmaco si llega a bloquear esa
interaccién incluso se ha observado en trabajos de este tipo una disminuciéon del

crecimiento tumoral (39, 40).

Actualmente no se conocen estudios con base en el Chetomin en lesion medular
aguda, sin embargo, la investigacion con moléculas en la inhibicion o modulando

HIF-1a puede ayudar en la disminucidn del dafio medular (39, 40).

8. Objetivo

Evaluar el efecto de la sustancia activa del Chetomin a un nivel histolégico para

conocer los efectos sobre el dafilo medular agudo.
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9. Objetivos especificos

1.- Disefiar un modelo de dafio medular agudo en ratas wistar

2.- Administrar metilprednisolona, chetomin y el vehiculo a diferentes tiempos del

dafio medular.

3.- Evaluar por medio de histopatologia los efectos de cada uno de los farmacos

que fueron administrados a distintos tiempos.

10. Hipotesis
Hipotesis nula: la administracion del farmaco Chetomin una hora y ocho horas
después de la lesion medular aguda no provocara una disminucion del dafio

celular por la administracion.

Hipotesis alternativa: la administracion del farmaco Chetomin una hora y ocho
horas después de la lesion medular aguda provocara una disminucion del dafio

celular por la administracion.

11. Modelo de experimentacion

Se utilizaron 42 ratas wistar de 250-300 gr, de entre 6 a 8 semanas de edad,
clinicamente sanas provenientes del departamento de investigacion experimental
y bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ), con clave de aprobacion del protocolo CEX-1914-18-18-1 y
fueron alojadas en el departamento de cirugia experimental. Fueron colocadas en
cajas de policarbonato (21 cm de altura x 40 cm base mayor x 34 cm base menor

x 51 cm largo), pellets ad libitum (LabDiet 5001 Rodent Diet, Brentwood, USA),
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agua (500 ml) ad libitum, cama de viruta (Hygienic Bedding Premium Scientific
Bedding, Rosenberg, Alemania), condiciones ambientales y ciclos luz de 12 horas,
asi como el manejo del modelo animal que se utilizd fueron de acuerdo con la

NOM-062-Z00-1999.

12. Tamano de la muestra

Se emplearon 7 animales por grupo de acuerdo con la siguiente férmula:

X=N/ (A/100)

Dénde:

X= Numero total de animales

N= Cantidad minima de animales necesaria para poder obtener resultados

estadisticamente significativos

A= Mortalidad esperada en el procedimiento (10%)

Incidencia A= 100%-10%= 90%

De acuerdo el estudio y utilizando esta formula tenemos:

X=6/(90/100) = 6.66

Se obtuvo un valor de X= 6.66 pero al necesitar un nimero absoluto los niumeros
fueron redondeados al numero superior dando como resultado X=7. Lo que quiere

decir que en cada grupo de estudio se utilizaron 7 sujetos experimentales (41).
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13. Descripcion de grupos experimentales

Se utilizaron 6 grupos experimentales durante el estudio, figura 1. Se administro el
vehiculo dimetil sulfoxido (DMSO, Zoetis, México) a una concentracion de 5% ya
que es un quimico que facilita la penetracion de sustancias a través de la
membrana plasmatica y es un excelente solvente para muchos quimicos (42,43).
Se plante¢ utilizar dos grupos de DMSO con la finalidad de conocer la interaccion
gue tendria el vehiculo con el tejido medular a la hora y a las ocho horas después
de la lesion. El farmaco Chetomin (Enzo Biochem, Inc. New York) se administro
junto con el DMSO por via intravenosa en la vena lateral caudal de la rata con una
jeringa 31G a un grupo de una hora y a otro grupo de ocho horas posterior a la
lesion medular. El succinato de metilprednisolona se administré via intravenosa en
la vena lateral caudal de la rata con una jeringa 31G a un grupo a las ocho horas

posterior a la lesién medular.

Los tiempos de la administracion de los farmacos fueron establecidos porque en
un accidente donde se generaria un traumatismo medular se tiene contemplado
que, en teoria transcurriria una hora para el tratamiento farmacolégico. Las ocho
horas fueron establecidas porque se menciona que las primeras 8 horas posterior
a la lesion medular aguda son criticas, dejando un margen de hasta las 24 horas

(44).
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Figura 1.- Esquema que muestra la distribucién de los grupos experimentales

Grupo 1 Control (n=7): Extraccién de la médula espinal después de haber

realizado la laminectomia sin ocasionar dafio medular.

Grupo 2 DMSO 1 h (n=7): Tratamiento con el vehiculo (DMSO 0.5 mg/Kg a una
concentracion de 5%; IV) una hora posterior a la lesion medular aguda y la

extraccion del tejido medular lesionado a las 4 horas después de su tratamiento.

Grupo 3 Chetomin 1 h (n=7): Tratamiento con Chetomin (0.5 mg/Kg; IV, DMSO

5%) una hora posterior a la lesion medular aguda y la extraccion del tejido medular

lesionado a las 4 horas después de su tratamiento.
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Grupo 4 DMSO 8 h: Tratamiento con el vehiculo (DMSO 0.5 mg/Kg a una
concentracion de 5%; 1V) ocho horas posteriores a la lesion medular aguda y la

extraccion del tejido medular lesionado a las 4 horas después de su tratamiento.

Grupo 5 Chetomin 8 h: Tratamiento con Chetomin (0.5 mg/Kg; IV, DMSO 5%)
ocho horas posteriores a la lesibn medular aguda y la extraccion del tejido medular

lesionado a las 4 horas después de su tratamiento.

Grupo 6 Succinato de metilprednisolona 8 h: Tratamiento con succinato de
metilprednisolona (30mg/Kg; IV) ocho horas posteriores a la lesion medular aguda
y la extraccion del tejido medular lesionado a las 4 horas después de su

tratamiento.

14. Técnica quirargica

Los animales fueron anestesiados con Acepromacina-Ketamina (2.5, 50 mg/Kg)
por via intramuscular con una jeringa de calibre 27G, como analgésico se
administré6 Meloxicam por via subcutanea con una jeringa de 27G en el pliegue
dorsal a una dosis de 2 mg/Kg, como profilactico se administré Enrofloxacina (10
mg/Kg). Acto seguido se realiz6 intubacién orotraqueal con un catéter # 16 G y se
conectd a un ventilador para roedores (Kent Scientific RSP 1002), se manejé un
volumen corriente de 6-8 ml/Kg, una frecuencia respiratoria de 60 ventilaciones
por minuto y se conectd a una maquina de anestesia para roedores (Kent
Scientific Somno Suite) y se mantuvo la anestesia con Isoflurano al 2-2.5 % de

CAM (concentracién alveolar minima) (45).
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Se coloco en decubito ventral fijando sus extremidades con cintas micropore, se
realizd una tricotomia de la region vertebral toracolumbar (T5-L2) y se embroco la
region con clorhexidina. Acto seguido se incidié longitudinalmente en el dorso de
la rata por planos hasta llegar a fascia toracolumbar, se disecé el espacio
paravertebral de manera subperiostica hasta llegar a espacio espinolaminar y
posteriormente hasta la apofisis transversa ipsilateral y en todo momento se
realizd hemostasia. Con apoyo de microscopio quirdrgico (Carl Ziess, OPMI-1,)
utilizando el objetivo 19x se realizé laminectomia a nivel de T9. Se realiz6 un
clipaje medular extradural mediante clip vascular con presién a 30 gramos y se
retir6 al minuto de compresion (46). Se realiz6 hemostasia. Se suturd la fascia
toracolumbar con sutura absorbible multiflamento 2-0 y piel con surgete continuo

con sutura no absorbible monofilamento 3-0.

Al finalizar el procedimiento quirdrgico cada animal se coloc6 en una caja de
policarbonato limpia, con cama de viruta limpia, agua y comida ad libitum,con una
fuente de calor externa, los pardmetros como la temperatura y humedad se

manejaron de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.

15. Administracion de farmacos

A los grupos que se les administr6 DMSO como vehiculo, se utilizé una
concentracion del 5% ya que se menciona que concentraciones por debajo del
10% no son toxicas (47). Se administré a una hora y a ocho horas posteriores a
las lesiones medulares. Se embroc6 con alcohol en la region donde esta
localizada la vena lateral caudal de la rata, se carg6 una jeringa con un calibre de

aguja de 31G, se puncion0 la vena de la rata y al final se realizé una ligera presion
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con una torunda de algodon para ejercer hemostasia en el area de la puncion. La
dosis del Chetomin fue en relacion con estudios previos donde se utiliz6 a una
dosis de 0.5 mg/Kg, de igual manera se administro en la vena lateral caudal de la
rata del mismo procedimiento que con el vehiculo DMSO (48, 49), con una jeringa
de 31G, se embroco con alcohol el area donde se punciond, se ejercio presion al
final con una torunda de algodon sobre la herida. En cuanto al succinato de
metilprednisolona se utilizd a una macrodosis de 30 mg/Kg porque es la dosis
empleada en los humanos como en los animales domésticos cuando sufren de
lesiones medulares y en estudios previos esta establecida esta dosis en ratas para
estos tipos de estudios (49, 51). Se administrd en la vena lateral caudal de la rata

al igual que el vehiculo DMSO vy el farmaco Chetomin.

16. Toma de muestra

Para la obtencion del tejido medular lesionado cada animal fue anestesiado con
pentobarbital sddico a una dosis de eutanasia (120 mg/Kg) por via intraperitoneal
en el lado derecho del vientre del roedor. Se realiz6 una tricotomia en la region del
esterndn, se embroco con clorhexidina, se incidié por linea media en el esternon,
se localizé el proceso xifoides y con una tijera de mayo se corto longitudinalmente
sobre la linea media del estern6n para exponer el bloque cardiopulmonar. Se
ubicéd el ventriculo izquierdo y con la tijjera de mayo se incidi6 el ventriculo
izquierdo para poder introducir una canula que llegé directamente a la aorta. Se
perfunde con 100 ml formaldehido al 5% durante 2-3 minutos. Después de este
proceso se colocod decubito ventral abordando la médula espinal por donde se

habia hecho la primera incision, se recolect6 el bloque medular y se almacené en

-28-



frascos de vidrio de 10 cc de capacidad en proporciones de 4:1 de formaldehido al

10%.

17. Evaluacion histopatolégica

Se realizaron cortes transversales de las médulas espinales obtenidas de los
modelos experimentales. Se tifieron con hematoxilina-eosina y fueron evaluados
por el servicio de patologia del Hospital Central Sur de Alta Especialidad PEMEX.
Se evaluaron los siguientes paradmetros con ayuda de un microscopio optico de

10x y 40x para valorar las lesiones que se originaron.

Edema: Se evalud el liquido en el parénquima medular observado en cortes
histoldgicos con una distribucién focal o difusa y haciendo una evaluacion de

acuerdo con la presencia de edema: ausente, leve, moderado y severo.

Hemorragia: Se evalu6 la extravasacion de eritrocitos al parénquima medular en
los cortes histologicos evaluando su distribucion focal o difusa: ausente, leve,

moderado y severo.

Picnosis: Se evalud la contraccion del nucleo en las neuronas y la condensacion
de la cromatina evaluando su distribucion focal o difusa: ausente, leve, moderado

Y SEevero.

Infarto: Se evalu6 la extension del area de necrosis con una distribucion focal o

difusa: ausente, leve moderado y severo.
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Infiltracion de polimorfonucleares: Se evalud la presencia de neutréfilos por su
distribucion focal o difusa en el parénquima medular: ausente, leve, moderado y

Severo.

La escala de medicion fue la siguiente:

Calificacion Grado de lesion
1 Ausente

2 Leve

3 Moderado

4 Severo

18. Andlisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva expresada en media + error estandar (EE). Se
empleod el analisis de Kruskal-Wallis y la prueba de varianza (ANOVA) post hoc de
Tukey para comparar los resultados obtenidos en los diferentes grupos de estudio.
Se tomd como estadisticamente significativo un valor menor o igual de p< 0.05. Se

utilizé el programa estadistico SPSS v20.0 (IBM™ statistics).

19. Resultados

Posterior al trauma medular agudo se evaluoé la formacién de edema y se observo
gue a las de 8 horas de la lesién el grupo tratado con el vehiculo; DMSO 8 h tuvo
mayor desarrollo de edema (p<0.00), figura 2A; seguido del grupo CH-DMSO 8 h
(p<0.00), grupo DMSO 1 h, posteriormente el grupo CH-DMSO 1 h, figura 2B,;

todos ellos con una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
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control. Finalmente, el grupo tratado con MP presenté un nivel de edema mas

bajo, pero sin ninguna diferencia significativa.

' P<0.00
'_ - ' P<0.00
4,00 — P<0.00 p— ' — —
3.50
Grado
3.00- * — *
250
2_w- —
L) L) L) L) T L]

Control DMSO CH-DMSO DMSO CH-DMSO Mp

B 1h 1h 8h 8h 8h
Edema
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Figura 2: A) El corte histoldgico de la médula espinal ubicado en su porcion de la sustancia gris perteneciente
al grupo DMSO 8 h muestra formacién de edema utilizando la tincion de hematoxilina-eosina. B) A pesar de
gue no se mostré una diferencia estadisticamente significativa, el grupo de metilprednisolona mostro un nivel

mas bajo de edema con respecto a los grupos con tratamiento.

En la observacion histopatologica del trauma medular se realizé la evaluacion de
hemorragia donde el grupo tratado con el vehiculo DMSO 8 h tuvo mayor
presencia de hemorragia (p<0.00), figura 3A; seguido del grupo CH-DMSO 8 h
(p<0.00), sin embargo, no se presentd ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos con tratamiento, figura 3B. La menor presencia de
hemorragia se observd en el grupo CH-DMSO 1h sin ninguna diferencia

estadisticamente significativa, figura 3B.

DMSO 8 h
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Figura 3: A) En el corte histoldgico de la médula espinal ubicado en su porcion de la sustancia gris
perteneciente al grupo 4 DMSO 8 h se observa hemorragia en la médula espinal utilizando la tincion de
hematoxilina-eosina. B) Se observé que el grupo de DMSO 8h hubo mayor formacién de hemorragia con

respecto a los grupos con tratamiento.

Se evalud por histopatologia la picnosis de las neuronas donde no se observo
ninguna diferencia estadisticamente significativa, figura 4B. En el corte histolégico

nos muestra al grupo CH-DMSO 8 h que presento6 un ligero aumento, figura 4A.
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Figura 4: A) Se observa el corte histolégico de médula espinal ubicado en su porcién de la sustancia gris
perteneciente al grupo 5 CH-DMSO 8 h donde se observa la lesion de picnosis en las neuronas utilizando la
tincion hematoxilina-eosina. B) Sin haber una diferencia estadisticamente significativa, los grupos DMSO 1hy

CH-DMSO 1h tuvieron un menor nivel de picnosis con respecto a los otros grupos con tratamiento.
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Posterior se realiz6 la histopatologia del cambio isquémico, se observd que el
grupo de DMSO 1h (p<0.00) tuvo un mayor desarrollo de cambios isquémicos
seguido por el grupo CH-DMSO 8 h (p<0.00) al grupo CH-DMSO 8 h (p< 0.001)
teniendo una diferencia estadisticamente significativa, figura 5B. El grupo que
presenté un menor dafio generado por cambio isquémico fue el CH-DMSO 8 h,

pero sin ninguna diferencia estadisticamente significativa, figura 5A.

CH-DMSO 8 h
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Figura 5: A) En el corte histolégico de la médula espinal ubicado en su porcidon de la sustancia gris
perteneciente al grupo 5 CH-DMSO 8 h utilizando la tincién de hematoxilina-eosina se observa una neurona
sana y una neurona que sufre de cambios isquémicos, nétese el cambio de pigmentacion del citoplasma. B) A
pesar de que no hubo una diferencia estadisticamente significativa el grupo de CH-DMSO 8h presento un

menor grado de infarto con respecto a los grupos con tratamiento.

Finalmente, se evallo por histopatologia la infiltracién de polimorfonucleares, hubo
un mayor desarrollo por infiltraciéon de polimorfonucleares en el grupo de succinato
de metilprednisolona 8 h (p<0.00) con una diferencia estadisticamente significativa
del grupo DMSO 1 h (p< 0.001), figura 6B. Mientras que el grupo con menor
presencia de células inflamatorias fue CH-DMSO 1 h, pero sin ninguna diferencia

estadisticamente significativa. En el corte histologico del grupo de succinato de
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metilprednisolona 8 h se observé que tuvo mayor indice de infiltracion de

polimorfonucleares, figura 6A.

Metilprednisolona 8 h
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1h 1h 8h 8h 8h

Infiltracion
Polimorfonucleares

Figura 6: A) En el corte histolégico de la médula espinal ubicada en su porcién de sustancia blanca
perteneciente al grupo succinato de metilprednisolona 8 h se observa la infiltracion de polimorfonucleares que

se encuentran en el tejido de médula espinal utilizando la tincién de hematoxilina-eosina. B) El grupo de
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metilprednisolona 8 horas mostro niveles mas elevados de infiltracién por polimorfonucleares con respecto a

los grupos con tratamiento.

Finalmente, se realiz6 un promedio general del grado de lesién de todas las
variables de estudio y se compararon todos los grupos de estudio. Se observé que
el grupo DMSO 1 h presento un ligero aumento en el grado de lesion y el grupo de
CH-DMSO 1 h presentdé menor dafio, aunque en ninguno de los dos casos se

observé una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), figura 7.

4.007]

3,00 T

*
. 2.004
Media T
1.00
0.00 T T T
Control DSMO 1h CH-DMSO 1h DSMO 8h CH-DMSO 8h Mp 8h
Grupo

Figura 7: Se representan las medias y sus errores estandar por cada grupo del estudio.
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Figura 8: Se observan cortes histoldgicos de la médula espinal utilizando la tincion de hematoxilina-eosina

correspondientes al grupo control (A), grupo 3 (B), grupo 5 (C) y al grupo 6 (D).

En la imagen, figura 8, se observa una comparacion de los grupos tratados con
Chetomin y Succinato de metilprednisolona con el grupo control. En estas
imagenes se puede observar que lo mas caracteristico de los grupos con
tratamiento con respecto al grupo control es la presencia de hemorragia,
infiltracion de polimorfonucleares y la presencia de edema. Sin embargo los
grupos con tratamiento no presentaron entre ellos una diferencia estadisticamente

significativa.

20. Discusion

La lesion medular aguda es una causa importante de discapacidad permanente y

de mortalidad ya sea en pacientes adultos jovenes y en las pequefas especies.
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Desde hace 30 afios se han intentado diferentes maniobras farmacolégicas con la
finalidad de disminuir el dafio por lesion medular aguda con resultados poco
satisfactorios en el campo clinico (38). La lesion medular primaria es producto
mecanico del traumatismo sobre el tejido medular. Las medidas de seguridad que
se han implementado en los autos como las bolsas de aire o el cinturén de
seguridad, asi como en centros de trabajo; donde, los trabajadores estan
expuestos a sufrir caidas o de alguna manera presentar traumatismo espinal, han
contribuido a la disminucién de esta entidad, aunque en las pequefias especies
controlar estas medidas es complicado, estan siempre expuestos accidentes o a
traumatismos generados entre los animales o provocados por los humanos (2).
Cuando exista una progresion a lesidbn medular secundaria aun no existen
tratamientos eficaces, aunque de manera relativa se ha demostrado que el uso de
succinato de metilprednisolona a dosis altas en las primeras horas del trauma
puede disminuir las secuelas a largo plazo; sin embargo, su uso es controversial
ya que no hay una diferencia significativa a nivel histologico en la médula espinal
(50) y por los efectos adversos como hemorragias gastrointestinales, infecciones
del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario, infecciones por heridas,

sepsis y tromboembolismo pulmonar que se pudieran presentar (51).

En este estudio la evidencia histopatologica se pudo observar que durante la
administracion del vehiculo DMSO no tuvo ninguna interaccion positiva al tejido
nervioso y no se exacerbo la lesion medular, consideramos que su aplicacion
como vehiculo debe ser estudiada en diferentes concentraciones menores de 5%

para confirmar que no se presentan interacciones negativas en el tejido nervioso
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(52). Los grupos con Chetomin se mostraron con un menor grado de lesion en los
parametros evaluados con respecto a los grupos que solamente fueron tratados
con el vehiculo DMSO. Estos resultados muestran un escenario que da un indicio
de una ligera atenuacion del dafio medular ocasionado por la isquemia-
reperfusion. El uso del succinato de metilprednisolona a las 8 horas post-lesion no
presentd ninguna diferencia estadisticamente significativa lo que nos indicaria que
Su uso no garantiza una mejora en el tejido nervioso. El tiempo de lesién que
transcurre después del trauma pudiera ser amplio lo que generaria una respuesta
celular y al inhibir o bloquear la transcripcion del factor HIF puede llegar hacer
tarde para observar cambios histologicos. El grupo con menor dafio fue el CH-
DMSO 1 h obteniendo mejores resultados que el grupo con succinato de

metilprednisolona.

21. Conclusiéon

Ya que el farmaco Chetomin no presenta ningun antecedente en el empleo en
lesiones medulares en una fase aguda, se requeriria seguir investigando su
accionar en el tejido nervioso lesionado, con la intencion de recabar mayor
informacion sobre su empleo es dichas lesiones. La posibilidad de utilizar dosis
continuas en periodos de tiempo mas prolongados con el fin de observar el
impacto que tiene el Chetomin sobre el tejido nervioso lesionado. Existe la
posibilidad del uso de concentraciones mas bajas de DMSO o utilizando otro
vehiculo para comparar los posibles efectos secundarios que puedan presentarse

en el tejido nervioso. Ya que es un farmaco sin ningln antecedente en este tipo de
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lesiones se podrian abarcar mas pruebas a nivel molecular para conocer la utilidad

gue este farmaco esta teniendo sobre el tejido nervioso dafiado.
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