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RESUMEN

La lesion de médula espinal (LME) es un problema presente en la clinica veterinaria y
se caracteriza por tener muchos padecimientos y/o agentes causales. Sin embargo, los
protocolos de atencion y tratamientos son escasos y poco definidos. Dentro de las
terapéuticas establecidas se encuentran en su mayoria dirigidas a las afecciones iniciales
post lesion, por esta razon es importante entender a la LME como un proceso que se
divide en dos fases, primaria y secundaria, esta se caracteriza por un proceso
inflamatorio particular, donde diversos componentes celulares, estructurales y
bioquimicos propios de la médula espinal aportan un impacto variable a considerar. Los
tratamientos utilizados en la linea de investigacion del laboratorio han mostrado ofrecer
una recuperacion motora significativa cuando se utiliza la mezcla de los tratamientos,
actuando sobre diversos blancos entre ellos la lipoperoxidacion y la expresion de

moléculas pro y antiinflamatorias a nivel de mMRNA en una etapa aguda.

En el presente estudio se evaluaron los efectos de los tratamientos sobre la recuperacion
motora y expresion de genes relacionados con neuro modelacion y formacion de cicatriz
glial, relacionado con el uso de membrana amniotica como trama celular. Para lo cual se
formaron nueve grupos, con seis individuos cada uno a los cuales se les realizo
laminectomia y/o hemiseccion, posteriormente se  administrd el tratamiento
(dependiendo el grupo) utilizando para esto un compuesto quimico y biolégico (CQB)*,
péptido inmunomodulador (PI), y membrana amniética (MA); una vez por semana y
durante ocho semanas se determind la recuperacion motriz mediante la escala de “BBB”
posterior a ello se obtuvo muestra de medula espinal (0.5cm rostral 0.5caudal al sitio de

lesion para proceder a realizar la determinacion génica mediante RT-PCR.

La evaluacion motora llevada a cabo mediante la escala de recuperacion motriz “BBB”
arroj6 que el grupo MA+ CQB y el grupo PI+CQB presentaron mejor recuperacion con
respecto al grupo control a las 8 semanas. Por otro lado, en la expresion génica el grupo
P1+CQB se considero que tuvo los mejores resultados en cuanto a expresion de genes
relacionados con la respuesta de neuro modelacion y formacion de cicatriz glial mas
regulada. Sin embargo, algunas expresiones, se cree pueden estar influenciada por el

tiempo de evolucion/ muestreo.



En conclusion, aunque se debe comprobar la transduccién proteica mediante diversas
técnicas, asi como el uso de MA de manera periférica a la lesion para observar su
comportamiento, la combinacion de tratamientos resulta benéfica en proceso de

recuperacion cronica y modulacion de expresion génica.

*En proceso de patente
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1. INTRODUCCION

La lesion de médula espinal (LME) es un problema presente en medicina veterinaria y
puede conducir a déficits neuroldgicos permanentes y graves que afectan la motricidad,
sensibilidad sensorial y funcién autonémica. Las causas mas comunes de LME en

perros son hernias de disco intervertebral, embolia fibrocartilaginosa (FCE) y traumas
(1).

La LME es considerada un proceso complejo que engloba afecciones primarias y
secundarias durante su desarrollo, a grandes rasgos, consiste en dos fases, la primaria
comprende el trauma mecanico inicial por la transmision de la energia al cordon espinal,
deformidad secundaria y compresion persistente debida al mismo (2) (Figura 1). En
general, se produce disrupcion axonal, vascular y de membranas celulares,
desencadenando muerte celular y cambios vasculares progresivos que inician la lesion
medular secundaria, en la cual, la disfuncion vascular, edema e isquemia, producen una
serie de procesos como la liberacion de radicales libres (RL) tales como las especies
reactivas del nitrégeno [RNS por sus siglas en inglés (Reactive Nitrogen Species)] y
oxigeno [ROS por sus siglas en inglés (reactive oxygen species)], alteraciones
hidroelectroliticas con excitotoxicidad y la apoptosis celular tardia, que resultan en un

periodo sostenido de destruccion tisular (3).

Aunado a las especies reactivas, algunas sustancias importantes, implicadas en el dafio
secundario que tienen un efecto vasoactivo o permeabilizante celular que determina un
proceso neurodegenerativo cronico con disturbios en la organizacion de las fibras como
la formacidn de una cicatriz glial (CG) (4,5). Adicional a esto, cabe mencionar que el
mecanismo de proteccion antioxidante en el sistema nervioso central (SNC) es inferior
al de otros tipos celulares y que las células neuronales no son replicativas, una vez
dafadas pueden permanecer disfuncionales o ser comprometidas hacia la apoptosis (5).
Asi, la LME provoca la activacion del sistema inmune, por lo que durante las primeras
horas o dias después de la lesion medular se genera una reaccion celular mediada por
macrofagos, neutrofilos, linfocitos T y astro glia reactiva generando un proceso
inflamatorio y autorreactivo exacerbado que provoca un dafio importante al tejido
neural (6), donde, si su modulacion no es efectiva o no se realiza, originan un efecto de

dafio generando inflamacion descontrolada produciendo un proceso destructivo,
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necrosis, formacion de CG y la muerte neuronal pero que cuando se modula es esencial

para la plasticidad y reparacion neural (7,8,9).

DANO PRIMARIO
v Cavidad Quistica
. DANO SECUNDARIO /
-3
Muerte neuronal
secundaria

‘Hemorragia epicentrica del
cordon espinal

“liberacion de aminoacidos Neutrofilos Monocitos
excitadores Citocinas
“Acumulacién de opioides Radicales libres de
endogenos oxigeno

‘Radicales libres de oxigeno
“Isquemia y reperfusion

Figura 1.Cambios tisulares posterior a lesion en médula espinal en su fase primaria y secundaria, en las
cuales se observan los principales procesos fisioldgicos que se desencadenan, asi como células, citocinas
y radicales libres que se liberan durante la fase secundaria. Imagen modificada de Chacdn y Nieto
Sampedro, 2005 (8).

Se ha determinado que varios genes y sus productos de expresion se encuentran
relacionados con regeneracién axonal, entre estos, la proteina asociada a crecimiento 43
[GAP-43 por sus siglas en Ingles (Growth Associated Protein 43)] ha sido detectada en
diferentes tipos de lesiones del SNC, su expresion aumenta notablemente durante el
proceso de recuperacién (9). La neurotopina 3 (NT-3) también se ha estudiado
ampliamente en LME ya que se considera la expresion de NT-3 involucrada en la

formacion y el crecimiento ectopico de los axones sensoriales ascendentes (10).

La molécula adaptadora de unién a calcio ionizada 1 [lba-1 por sus siglas en Ingles
(lonized calcium binding adapter molecule 1)] se activa rapidamente en respuesta al

dafio del SNC, dependiendo de la naturaleza del estimulo, la microglia puede tomar
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varios estados de activacion, que corresponden a la morfologia de la microglia alterada,
expresion génica y funcién (11). Por otra parte, la proteina glial &cida fibrilar [GFAP
por sus siglas en Ingles (Glial fibrillary acidic protein)] también es considerado un
marcador especifico de enfermedades del SNC, y procesos neuronales nocivos que
comprometen la integridad de la barrera hematoencefdlica (BH-E) (12). Se han
mostrado ser una serie de biomarcadores potencialmente Utiles para predecir resultados

clinicos en el trauma del SNC.

También han sido desarrollados métodos fisicos para la recuperacion de tejidos de
distinta gama, como es el caso de la membrana amniética (MA). La propia membrana y
las celulas madre aisladas de ella han mostrado potencial para aplicaciones en el campo
de la medicina regenerativa, debido a sus propiedades bacteriostaticas vy
antiangiogénicas. Se ha demostrado que la MA reduce el dolor, regula el proceso
inflamatorio y mejora la cicatrizacion y epitelizacion de heridas; también exhibe baja o
nula inmunogenicidad y actia como una barrera fisica en el caso de una herida expuesta
(13).
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2.

MARCO TEORICO

2.1 Sistema Nervioso Central

El SNC estd formado por el cerebro y la médula espinal (ME) y se encuentra rodeado

por una serie de huesos. EI cerebro esta cubierto por el craneo y la ME por las vértebras

cervicales, toracicas, lumbares y sacras, ademas de ligamentos. El sistema nervioso

periférico (SNP) estd formado por nervios espinales y craneales que transmiten las

sefiales eléctricas, denominadas potenciales de accion, desde o hacia el SNC. Estos

nervios son haces de axones del SNP. Los axones que transmiten los potenciales de

accion hacia el SNC se denominan aferentes, y los que transmiten las sefiales desde el

SNC se denominan eferentes (14).

Las células que conforman al SNC y se encargan de su mantenimiento abarcan

neurogliales y la neurona.

Neurona: Unidad celular funcional del SNC, se encarga de la recepcion y
transmision de impulsos nerviosos; la estructura de la neurona abarca: axon,
cuerpo celular o soma, dendritas y terminacion sindptica (Figura 2) (15).
Dependiendo la funcién que desempefien se dividen en sensoriales y motoras
(NMS), son las encargadas de la ejecucion de los movimientos voluntarios y se
dividen en dos grupos segun su localizacién (16).

1) Superiores: EI soma de estas neuronas se encuentra en la corteza o tallo
cerebral y sus axones forman a los tractos descendentes, cuyas terminaciones
interactlan directa o indirectamente (a través de interneuronas) con las NMS
espinales. Estos tractos descendentes conforman al sistema piramidal (tracto
corticoespinal) y extrapiramidal (17).

2) Inferiores: Estas neuronas de naturaleza glutamatérgica se localizan en el
asta ventral de la ME y sus axones se proyectan hasta inervar directamente al

musculo esquelético (16).
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Figura 2. Morfologia de motoneurona, el soma, las dendritas y axén proximal forman parte del SNCy en
el SNP forma parte de los nervios periféricos. Las vainas de mielina son producidas por los
oligodendrocitos en el SNC y por las células de Schwann en el SNP, Modificado de Ross y Pawlina, 2018
(16).

El otro tipo celular del sistema nervioso son las células gliales, que tienen un papel
importante en la produccion de las vainas mielinicas de los axones y en la modulacion
del crecimiento de neuronas en formacion o dafiadas, en la amortiguacion de las
concentraciones de potasio y neurotransmisores, en la formacion de contactos entre las
neuronas (sinapsis), y también participan en determinadas respuestas inmunitarias del
sistema nervioso. Estas células no producen potenciales de accion, aunque cada vez
parece mas evidente que pueden detectar indirectamente la actividad eléctrica de las
neuronas y utilizar esta informacion para modular la eficacia de la comunicacion
neuronal. Sin embargo, no todas las acciones de las células de la glia son beneficiosas
para el sistema nervioso, puesto que a ellas se atribuyen ciertas respuestas
neuroinflamatorias caracteristicas de algunas enfermedades neurodegenerativas y la

aparicion de algunos trastornos de dolor crénico (14).
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Existen cuatro tipos de neuroglia central:

¢ Astrocitos: morfoldégicamente heterogéneos que proveen soporte metabdlico y
fisico para las neuronas. Se han identificado dos tipos:
1. Protoplasmicos: Son prevalentes en la llamada materia gris, dichos astrocitos tienen
numerosas prolongaciones citoplasmaticas.
2. Fibrosos: Son comunes en la materia blanca. Estos astrocitos tienen menos

prolongaciones que los protoplasmicos y son relativamente rectos

En ambos casos, contienen racimos prominentes de filamentos intermedios compuestos
de GFAP, los cuales son numerosos en los astrocitos fibrosos. Asi mismo se ha descrito
que ayudan al mantenimiento de las uniones estrechas de los capilares que forman BH-
E en su segmento medular, asi como la confinaciébn de neurotransmisores a
terminaciones sinapticas y la remociéon del exceso de estos por pinocitosis. En
situaciones que el SNC considere patolégicas adquieren un fenotipo que les da la
capacidad de eliminar sustancias dafiinas y encapsularlas a través de sus
prolongaciones; sin embargo, se ha demostrado que provoca la formacién de tejido de

cicatrizacién que interfiere con la restauracion de este, conocido como CG (18).

La formacion de CG en respuesta a las lesiones del SNC, podria dificultar la
neurorregeneracion. Ademas, los astrocitos facilitan el reclutamiento de células inmunes
en el SNC al liberar citocinas quimio atrayentes y activar las células T, lo que representa

importantes moduladores inmunitarios en el SNC (19).

Publicaciones recientes describen la polarizacién de astrocitos reactivos en funcion de
su perfil de expresion génica en fenotipos benéficos y perjudiciales. Los astrocitos
activados por estimulos inflamatorios exhibieron un patron de expresién génica que
indica propiedades neurotoxicas (astrocitos Al), mientras que la isquemia induce

astrocitos con funciones neuroprotectoras (astrocitos A2) (19).

¢ Oligodendrocitos: Células pequefias que son activas en la formacion y
mantenimiento de mielina en el SNC, usualmente se encuentran alineados en
filas entre los axones. Cada oligodendrocito forma un segmento internodal de
mielina, este maltiple proceso ocurre cuando un solo oligodendrocito puede

mielinizar uno o varios axones cercanos al mismo; cada proceso del
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oligodendrocito se enrolla alrededor del axon, hasta que la vaina de mielina se
encuentra completamente formada (18).

¢ Microglia: Definida propiamente como macrdfagos residentes del SNC.
Normalmente forman el 5% de las células gliales en el SNC, pueden proliferar y
volverse fagociticamente activas posteriores a una lesion o infeccion. Son
originadas a partir de células progenitoras granulociticas/monociticas, las células
precursoras de la microglia entran al SNC a partir del sistema vascular (18).

¢ Ependimocitos: Células que delimitan los ventriculos del cerebro y el canal
central de la ME por donde circula el liquido cefalorraquideo. Junto con los
ventriculos del cerebro, esta red ependimaria es modificada constantemente para
producir el fluido cerebroespinal para el transporte y secrecion de materiales
derivados de vesiculas capilares adyacentes. Las células ependimarias

modificadas y capilares asociados son Ilamados plexos coroideos (16).

2.1.1 Encéfalo

El encéfalo est4 constituido por el cerebro, tronco encefalico y cerebelo. El tronco
encefalico se subdivide, de rostral a caudal, en diencéfalo (talamo e hipotalamo),
cerebro medio, protuberancia y bulbo raquideo (o medula oblongada) (Figura 3)
(20).

Cerebro

Diencefalo” Quiasma Glandula _
optico pituitaria Protuberancia
{hipcfisis)

Figura 3. Anatomia regional del encéfalo; Tomada de Nelson R, 2013 (20).
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El bulbo raquideo se localiza rostralmente a la ME y se parece mucho a ella (figura 4.),

también recibe informacion de los receptores sensitivos externos e internos del
organismo y envia ordenes motoras a los musculos esqueléticos y lisos a través de los
nervios craneales. En la cabeza y en la region del cuello se localizan grandes
poblaciones de estos receptores y musculos. Los cuerpos celulares de las neuronas
del bulbo que reciben entradas sensitivas de los nervios craneales o envian respuestas
motoras se agrupan en agregados denominados ndcleos nerviosos craneales sensitivos
y motores, respectivamente. Los nucleos nerviosos craneales del bulbo raquideo
desempefian un papel fundamental para las funciones vitales de los sistemas respiratorio
y cardiovascular y para distintos aspectos relacionados con la alimentaciéon (p. ej.,

gusto, movimiento de la lengua, deglucion, digestion) y la vocalizacion (14).

La protuberancia se localiza rostralmente al bulbo raquideo y contiene los cuerpos

celulares de un gran nimero de neuronas en una cadena de dos neuronas que transmite

informacion desde la corteza cerebral hasta el cerebelo (14).

El cerebelo no es una parte del tronco del encéfalo, pero suele describirse junto con la
protuberancia porque tienen un origen embrionario similar. EI cerebelo es importante
para el movimiento coordinado, preciso y fino, y para el aprendizaje motor. Los
nacleos nerviosos craneales de la protuberancia desempefian funciones importantes
recibiendo la informacidn sensitiva sobre el tacto facial y realizando el control motor de

la masticacion (14).

El mesencéfalo, o cerebro medio, discurre rostralmente a la protuberancia y contiene

los coliculos superiores e inferiores, que son importantes para el procesamiento y la
transmision de la informacién visual y auditiva que se integra en otros niveles del
cerebro. ElI mesencéfalo también contiene nicleos de los nervios craneales que
controlan directamente los movimientos oculares y que provocan la constriccion de las
pupilas. Algunas regiones del cerebro medio coordinan especialmente los movimientos
reflejos de los ojos. Cada region del tronco del encéfalo contiene fasciculos axonales
que conducen los potenciales de accion hacia o desde el prosencéfalo, asi como
fasciculos que conducen los potenciales de accion hacia y desde la ME. Todas las
regiones del tronco del encéfalo contienen una parte de la formacion reticular, un

complejo en forma de red constituido por un complejo en forma de red integrado
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por numerosas agrupaciones de cuerpos celulares (nucleos) y por proyecciones
axonales escasamente organizadas, que se localiza cerca de la linea media y que
desempefia importantes funciones para la regulacion de la consciencia y el despertar, la

percepcion del dolor y los reflejos espinales, asi como para el movimiento (14).

En el diencéfalo se encuentran el talamo y el hipotalamo (Figura 4), que son

estructuras grandes formadas por varios subndcleos. EI  tdlamo es una estacion
repetidora y un modulador de la informacion que llega a la corteza cerebral procedente
de los sistemas sensitivos y de otras regiones del cerebro. ElI hipotdlamo regula el
sistema nervioso autonomo, controla la secrecion hormonal de la hipdfisis y
desempefia una funcion principal para los aspectos fisioldgicos y conductuales de la
homeostasis (p. e€j., mantenimiento de la temperatura, presion arterial y la

alimentacion)(14).

El telencéfalo que normalmente se conoce como hemisferios cerebrales, esta
formado por la corteza cerebral y un pequefio numero de estructuras subcorticales
destacadas, como los ganglios basales y el hipocampo. La corteza cerebral interviene
en las formas mas complejas de la integracion y percepcion sensoriales consciente.
También formula y ejecuta secuencias del movimiento voluntario. Los ganglios basales
son una coleccidn de nucleos que modulan las funciones motoras de la corteza cerebral,
y el hipocampo desempefia una funcién importante para la memoria y el aprendizaje
espacial (14).
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Figura 4. Organizacion longitudinal del SNC. EI SNC puede dividirse en seis regiones principales: la

médula espinal, el bulbo raquideo, la protuberancia, el mesencéfalo, el diencéfalo y el telencéfalo
(hemisferios cerebrales) Tomado de Klein B, 2020 (14).

2.1.2 Médula Espinal

La ME forma parte del SNC y comienza en el orificio occipital del craneo, continla en
el bulbo raquideo del encéfalo y termina en la region sacra (18). La ME es la region mas
caudal del SNC. Los axones de las raices dorsales sensitivas conducen los potenciales
de accion generados por la estimulacion de los receptores sensoriales de la piel,
musculos, tendones, articulaciones y los érganos viscerales a la ME (Figura 5). La ME
contiene los cuerpos celulares y las dendritas de las neuronas motoras cuyos axones
salen a través de las raices ventrales para llegar al musculo esquelético o alcanzar el
masculo liso (Figura 5). También se encuentran en ella los fasciculos axonales que
transportan la informacion sensitiva al cerebro y las 6rdenes motoras desde el cerebro
hasta las neuronas motoras; de manera aislada puede controlar los reflejos simples,

como los reflejos de estiramiento muscular y la retirada de las extremidades cuando
actua un estimulo doloroso (20).
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Figura 5.Conformacién anatomo fisiol6gica de la médula espinal, ilustracion de impulsos nerviosos y
sefiales sensitivas; Tomada de Nelson R, 2013 (20).

La ME estd compuesta por un cuerpo central en forma de mariposa de sustancia gris,
rodeado de sustancia blanca. La sustancia gris de la ME contiene los cuerpos celulares
de las interneuronas y de las neuronas motoras inferiores (NMI). La sustancia blanca
estd compuesta por fibras nerviosas organizadas en columnas de tractos ascendentes y
descendentes. Estos largos tractos transmiten la informacion sensorial ascendente
(propiocepcidn, tacto, temperatura, presion y dolor) y sefiales motoras descendentes

entre los centros superiores del cerebro y las neuronas de la ME.

La ME puede dividirse funcionalmente en segmentos a partir de los cuales se originan
un par de nervios espinales (izquierdo y derecho), que, a su vez, presentan una raiz o
ganglio dorsal (sensitiva) y una ventral (motora) (Figura 6). Los cuerpos celulares de las
NMI que inervan el miembro toracico se encuentran en la parte ventral de la sustancia
gris de una porcion engrosada de la ME, que se denomina intumescencia cervical
(segmentos C6-T2), mientras que las NMI que inervan a las extremidades posteriores se

originan en la llamada intumescencia lumbar (segmentos L4-S3) (20).
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Figura 6. Conformacion de la médula espinal. La ME y las tres membranas meningeas en el interior del
canal vertebral. Los potenciales de accion generados sobre los aferentes sensoriales penetran en la ME
por medio de los axones de las raices dorsales. Los generados en eferentes motoras salen de la ME por
los axones de las raices ventrales; Tomada de Klein B., 2020 (14).

Esto permite que se localice el punto de las lesiones de la ME en una de las cuatro
regiones anatémicas funcionales: segmentos espinales C1-C5, C6-T2, T3-L3 o L4-S3
(Figura 7). Debido a que los tractos nerviosos ascendentes y descendientes de las
extremidades posteriores se encuentran periféricamente en la médula, es frecuente que
perros y gatos con lesiones compresivas de la médula cervical (C1-C5) presenten
déficits de NMS maés pronunciados en las extremidades posteriores que en las
anteriores. Ademas, las lesiones que afectan Unicamente al centro medular (sindrome
medular central) en las regiones cervical craneal (C1-C5) o cervical caudal (C6-T2)
suelen producir deficiencias profundas de NMS (C1-C5) o de NMI (C6-T2) en las
extremidades anteriores, con déficits minimos de NMS en las extremidades posteriores
(20).
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Figura 7. Segmentos de la ME en las intumescencias cervical (C6-T2) y lumbar (L4-S2 dan lugar a los
nervios periféricos importantes de las extremidades; Tomada de Nelson R, 2013 (20).

2.2 Lesion de médula espinal en medicina veterinaria

Las LME agudas son un problema en medicina y veterinaria que pueden conducir a
déficits neuroldgicos graves y permanentes que afectan la motricidad, sensibilidad
sensorial, y funcion autonémica. Las causas mas comunes de LME aguda en perros son
hernias agudas de disco intervertebral, FCE y trauma. En el caso de los felinos padecen
enfermedades similares, pero a diferentes frecuencias, siendo el trauma mas comun que
las hernias de disco intervertebral y los eventos tromboembodlicos suelen ser mas
comunes que la FCE (1). En muchos casos las LME pueden provocar dafios completos
o incompletos y comprometer las funciones principales de la ME. A diferencia de lo que
ocurre en medicina humana, donde a menudo se toman medidas heroicas para controlar
las LME, un gran porcentaje de los animales heridos son sacrificados, ya que las
opciones médicas y quirdrgicas que estan disponibles actualmente para tratar la LME
son muy costosas y a menudo culminan en un mal resultado (21).

Se desconoce la incidencia exacta de LME traumatica en perros y gatos. Sin embargo,
se ha estimado que hasta el 2% de todos los casos ingresados en un hospital veterinario
estan afectados por LME resultante de la enfermedad del disco intervertebral. Para los

perros sin padecimientos relacionados con disco intervertebral, el 60% de las LME se
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deben a accidentes automovilisticos. Se estima que, en perros involucrados en
accidentes automovilisticos, el 5% de los animales tendrdn LME. Otras causas
importantes de LME en perros son la isquemia resultante de la FCE y la espondilo

mielopatia cervical (22).

En un estudio retrospectivo de gatos con enfermedad de la médula espinal, el 7% tenia
LME por lesion de la columna vertebral, 4% de enfermedad del disco intervertebral, 2%
de una lesion penetrante, el 7% tenia LME resultante de isquemia o infarto, y el resto no
fue definido (22).

Es necesario comprender la fisiopatologia de la lesion aguda de la ME para decidir las
opciones terapéuticas que estdn actualmente en uso y aquellas que estdn siendo

investigadas (21).

2.2.1 Signos clinicos asociados a lesion de médula espinal

La lesion fisica de la médula espinal da como resultado la interrupcion mecénica y la
degeneracion de los axones ascendentes y descendentes. En consecuencia, las
conexiones entre las neuronas y sus objetivos dentro del SNC se interrumpen y se
producen diversas anomalias neurol6gicas, como lo son paresia y paralisis, los signos
clinicos asociados con traumatismos de la columna vertebral son agudos, y

generalmente de caracter no progresivo, los animales suelen presentar dolor (20,22).

Los componentes de la NMS incluyen los cuerpos de las células nerviosas en la corteza
cerebral, los nlcleos basales y el tronco del encéfalo, junto con los tractos motores del
tronco del encéfalo y de la sustancia blanca de la ME, los cuales transmiten informacion
desde los centros superiores del cerebro a la NMI. Estas vias cruzan la linea media en la
parte rostral del tronco del encéfalo, por lo que las lesiones en el cerebro anterior dan
lugar a deficiencias en las extremidades contralaterales a ausencia de la sensacion de
dolor profundo (20)

Los signos clinicos van a depender de la localizacion y gravedad de la lesion, y con
frecuencia incluyen dolor local o generalizado, paresia, parélisis y, en ocasiones,
incapacidad para orinar. Las lesiones de la médula espinal entre T3 y L3 causan paresia
de NMS y ataxia de las extremidades posteriores, sin que se afecten las extremidades

anteriores. La exploracion de las extremidades posteriores revela una marcha
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incoordinada de mayor amplitud, pérdida de la propiocepcion consciente, retraso de las
reacciones posturales, aumento del tono muscular extensor y reflejos normales o
aumentados. A medida que empeoran las lesiones compresivas de la médula espinal en
estos segmentos, se puede prever el agravamiento de los déficits neuroldgicos. En el
caso de lesiones focales graves en esta region, puede producirse la pérdida del reflejo

cuténeo del tronco caudal a la localizacion de la lesion (20).

Por lo general, los signos neurologicos que se observan en perros y gatos con
enfermedad discal son bilaterales y simétricos. Los animales afectados suelen mostrar
dolor a la palpacién del raquis, justo encima del disco afectado, debido a la irritacion de

las meninges y raices nerviosas en esa localizacion (20).

Después de una LME, varios factores enddgenos deben contribuir a esta capacidad de
re-expresion de la locomocion, por lo cual es importante conocer los mecanismos de
lesion asi como, los cambios en los circuitos espinales y los neurotransmisores

involucrados (23).
2.3 Mecanismos de lesion de médula espinal

Los mecanismos de LME se dividen en mecanismo de lesion primaria y secundaria

descritos a continuacion.

2.3.1 Mecanismos de lesién medular primaria

La ME se puede contusionar o seccionar (24). EI mecanismo mas comun es el tipo
compresivo-contusivo, en el cual, el desplazamiento de los elementos de la columna
vertebral, fragmentos dseos, discos y ligamentos, actian mecanicamente sobre el cordon
medular generando lesiones que frecuentemente se sostienen a traves del tiempo. Otros
mecanismos descritos son: cizallamiento, laceracion, estiramiento agudo y aceleracion-
desaceleracion subita. Estos mecanismos fisicos en ocasiones producen un corte
transversal completo de la médula con pérdida de la continuidad anatomica del cordén
espinal (3). El resultado es la disrupcion fisica de las estructuras vasculares que causan

hemorragias y como consecuencia isquemia, dafio neural y glial generalizado (1).
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2.3.2 Mecanismos de la lesion medular secundaria

La lesion secundaria es de suma importancia y es responsable de la expansion de la
lesion primaria. El término se sigue utilizando en este campo y se refiere a una serie de
fendmenos celulares, moleculares y bioquimicos que siguen autodestruyendo el tejido

de la médula espinal e impiden la recuperacién neuroldgica tras la lesién medular (25).

La lesion secundaria resulta de alteraciones en las concentraciones ionicas
locales; pérdida de la regulacion de la presion sanguinea local y sistémica (segun el
nivel de la lesion), reduccion del flujo sanguineo de la ME, ruptura de la BH-E,
produccion de RL, desequilibrio de metaloproteinasas activadas y liberacion de

neurotransmisores citotdxicos (Figura 8) (22).

Los mecanismos implicados en la lesion secundaria incluyen procesos bioquimicos
degenerativos que exacerban el dafio, como la pérdida de la integridad de la barrera
Hemato-Medular (BH-M), isquemia / reperfusion, hipoxia, pérdida de homeostasis
ionica, sobrecarga de calcio (Ca?"), excitotoxicidad glutamatérgica, invasion de células
inmunes, inflamacién, liberacion de citocinas, produccién de RL, lipoperoxidacién (LP)
y produccién excesiva de 6xido nitrico (ON). También se ha demostrado que estos
mecanismos estan relacionados de una manera que se agrava cuando aumentan los
niveles de estrés oxidativo, LP y que atenda sus efectos cuando el tratamiento

antioxidante se administra inmediatamente después de la LME (3).
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Figura 8. Mecanismos de lesion secundaria. Se ejemplifican algunos de los mecanismos mas importantes
para la fase aguda de la lesion secundaria, incluyendo excitotoxicidad por glutamato, alteracion de
balance iénico con aumento de Ca?*intracelular, liberacion de citocinas proinflamatorias, infiltracion
celular y produccion de Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que causan el estrés oxidativo y
lipoperoxidacion. Tomado de Vilchis J, 2019 (26).
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Los mecanismos se han subdividido en varias fases, de acuerdo con la cascada de

eventos que se desencadenan en cada una de ellas:

a) Fase Inmediata (O - 2 hrs.)

Se inicia en el momento del trauma. El primer cambio detectable es la inflamacion
generalizada del cordon espinal frecuentemente acompafiada de hemorragia de la
sustancia gris central en cuyas células se presenta necrosis debida a la disrupcion
mecénica de los vasos y/o a la isquemia resultante de esta disrupcion. La disrupcion
microvascular induce hemorragia en la sustancia blanca circundante que puede
empeorar el compromiso local y extenderlo a segmentos adyacentes proximal y
distalmente (3).

b) Fase Aguda (2 - 48 hrs.)

Es el periodo en el que la lesion secundaria se vuelve dominante. Se considera que
durante esta fase existen diversas alteraciones que forman una cascada de lesion

medular secundaria entre las cuales se observa.

e Alteracion de la regulacion idnica y excito-toxicidad

La pérdida de la homeostasis iénica es una caracteristica fundamental de la muerte
celular por apoptosis y necrosis; especificamente la alteracion de la concentracion que
inicia una serie de procesos nocivos como la activacion de calpainas, disfuncion
mitocondrial y produccion de RL. La excitotoxicidad es el resultado de la activacion
excesiva de los receptores de glutamato porque su concentracion se eleva subitamente al
liberarse en la lisis celular. Esto genera una falla del mecanismo de transporte intra y
extracelular dependiente de energia, lo que perpetta la alteracién en la concentracién

ionica tisular (3).
e Mecanismo del estrés oxidativo y generacion de radicales libres

Altas concentraciones de RL activan la peroxidacién de acidos grasos lo que produce
lesion de las membranas celulares que implica muerte celular asociada a disfuncion de

los organelos y contribuye a la alteracion de la homeostasis del Ca* (3).
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e Permeabilidad de la Barrera Hemato-Medular

La BH-M es un filtro altamente selectivo que limita el transporte de compuestos desde
y hacia el parénquima del SNC. Después de la LME se produce un marcado incremento
en la permeabilidad de la BH-M debido al efecto endotelial del incremento local de

mediadores inflamatorios (3).

e Mediadores inflamatorios y respuesta inmune celular

El proceso inflamatorio que sobreviene a la LME es altamente complejo y compromete
numerosas poblaciones celulares que incluyen astrocitos, microglia, linfocitos T,
neutrofilos y monocitos. De manera adicional, una multitud de mediadores
intracelulares, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferones e

interleucinas (IL), también juegan un papel importante (3).

La infiltracion celular proviene de nichos adyacentes y circulacion periférica a través de
capilares sanguineos de parénquima y meninges. Ademas, se sabe que, durante la
inflamacién, las células dendriticas y particulas solubles drenan a través de vasos

linfaticos presentes en meninges (27).

El reclutamiento de células inmunes en la ME sucede de manera secuencial, y se
sincroniza por la expresion de diversas moléculas de adhesion endotelial como ICAM-1
y P-selectina, quimiocinas y citocinas proinflamatorias, como IL-1p, IL-6 y TNF-a, que
incrementan su expresion dentro de las primeras 24 hrs. post lesién, con un segundo
pico de TNF-a a los 7 dias comprometiendo la permeabilidad de la BH-M. Inicialmente
se da el arribo de neutréfilos, con un méaximo a las 24 hrs. post lesion, y cumplen
funciones de fagocitosis junto con liberacion de proteasas, elastasa, mieloperoxidasa,
metaloproteinasas y ROS. Posteriormente se presenta el maximo arribo de
monocitos/macrofagos circulantes, a los 7 dias post lesion, con mayor capacidad
fagocitica y sintesis de citocinas pro-innflamatorias como TNF-a, IL-18 y ON que a su
vez activan la 6xido nitrico sintasa inducible [iINOS por sus siglas en inglés (inducible
nitric oxide synthase)], prostaglandinas y leucotrienos. Finalmente, los linfocitos, que
infiltran en menor proporciéon con picos en la fase aguda entre 7-14 dias, cumplen

diversas funciones ademas de secretar citocinas en el sitio de lesion (Figura 9) (26).
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Macrofagos y microglia se polarizan por sefiales en el microambiente hacia dos perfiles
de activacién: el perfil cladsico M1 proinflamatorio (con marcadores como CD11b,
INOS) vy el perfil alternativo M2 antiinflamatorio (con marcadores como Arginasa-1,
CD206, CD163) que mantiene la homeostasis en la ME. IFN-y, la activacion de TLR-4
y otras citocinas producidas por linfocitos Thl, de respuestas contra patdgenos
intracelulares, inducen la polarizacion de macrofagos y microglia al perfil M1 para
producir citocinas proinflamatorias (iNOS, IFN-y, TNF-a, CCL5, 1L-23, IL-12, IL-6 e
IL-1B), mientras este perfil se inhibe por citocinas Th2 (IL-13 e IL-4) induce la
polarizacion hacia el perfil M2 productoras de citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-3
y IL-4). Ambas respuestas M1y M2 se dan de manera coordinada en la fase aguda de
la LME, con variacion en su intensidad segin la severidad del dafio y edad del
individuo, iniciando por una prevalencia de perfil proinflamatorio M1 y una etapa

posterior regenerativa antiinflamatoria M2 (27).
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Figura 9. Curso temporal de la LME y respuesta inmune innata y adaptativa. Dentro de las primeras
horas se compromete a integridad de la BH-M, lo que conduce a la infiltracion celular. También se da

una activacion temprana de la microglia por el microambiente de citocinas, lo que lleva al desarrollo de

respuesta inflamatoria, predominando el perfil proinflamatorio M1. En una etapa mas tardia, se

presenta la formacion de una CG y una respuesta inmune adaptativa. Adaptado de Vilchis, 2019 (27).
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La participacion celular en la remodelacion del tejido, asi como en la formacion de CG
posterior a la LME se divide en fases segin su tiempo de presentacion y activacion

cronoldgica, como se muestra a continuacion.

1. Fase Subaguda (2 dias a 2 semanas)

En este periodo la respuesta fagocitaria es maxima buscando la remocion del tejido
dafado del area de lesion y promocion del crecimiento axonal. También inicia una
respuesta astrocitaria tardia en la cual, existe una hipertrofia e hiperplasia de la
poblacion de astrocitos localizados en la periferia de la lesion, formando un entrelazado
proteico que va a configurar la CG. Esta cicatriz representa una barrera tanto fisica
como quimica para la regeneracion axonal. Sin embargo, la reaccion astrocitaria tardia
promueve también el restablecimiento de la homeostasis i6nica y la reparacion de la
BH-M (3).

2. Fase Intermedia (2 semanas a 6 meses)

Se caracteriza por la continua maduracion de la CG y el crecimiento axonal
regenerativo, aunque estos intentos en lesiones severas son insuficientes para conseguir

una recuperacion funcional significativa (3).

c) Fase Crdnica (6 meses en adelante)

En esta se lleva a cabo la maduraciéon y estabilizacion de la lesion. Continda la
formacion de la CG vy se instaura la degeneracién Walleriana de los axones severamente
lesionados (proceso que puede tardar afios o no llegar a ocurrir). Se considera que, a los

2 afos de la LME, la lesion estd completamente madura (3).

Dentro de las respuestas celulares, es importante resaltar el papel que las citocinas
ejercen sobre estas. La similitud en la produccion de citocinas por parte de los astrocitos
activados y la microglia/macréfagos activados, dificulta definir de manera precisa el
impacto de cada estirpe celular sobre los mecanismos de lesion secundaria de la LTME
que afectan la supervivencia neuronal y reparacion. Entre las citocinas mas importantes
involucradas en los procesos inflamatorios se encuentran la IL-1B, TNF-a, la familia de

IL-6 e IL-10 (Figura 10), se ha demostrado in vitro que la presencia de esta ultima
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citocina potencia con IL-4 la polarizacion a M2, mientras que la presencia junto con
TNF-a favorecera M1 (27).

- LF
= TGF-p
— L4
= IL-10

Niveles
relativos
de mRNA

TEMPO [ HORAS DIAS SEMANAS >

Figura 10. Expresion de niveles de mRNA de algunas de las citocinas implicadas en la resolucion de la
LME. Adaptado de Vidal P, 2013 (28).

2.4 Mecanismos de estrés oxidativo y liberacién de radicales libres post
trauma raquimedular

El estrés oxidativo podria definirse como una alteracion del equilibrio pro-antioxidante,
por la presencia de niveles elevados de ROS y RNS que superan los mecanismos de
defensa antioxidantes enddgenos y se asocian con dafio a una amplia gama de
compuestos celulares, como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, que contribuye a la
fisiopatologia de la LME (26).

La produccion de radicales a partir de la LP de la membrana celular en las lesiones del
SNC provoca deterioro enzimatico dependiente de fosfolipidos, alteraciones en los
gradientes i6nicos e incluso lisis de las membranas. Ademas, juegan un papel
importante en la hipoperfusion post-traumatica que presenta una reduccion del flujo

sanguineo de la ME conduciendo la aparicion de edema y respuesta inflamatoria (2).

Los ROS incluyen: radicales (moléculas inestables con un solo electrén desapareado),
como superoxido (O:"), radicales hidroxilos (HO") y peroxilo (ROO’) y no radicales
como el perdxido de hidrogeno (H202) (26).
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Entre estas ROS es importante conocer las principales caracteristicas que definen el

nivel de dafio celular posterior al trauma en SNC.

2.4.1 Principales especies reactivas de Oxigeno

Anidn superoxido (O:™). Es el radical mas abundante y comun a nivel celular. Se forma

principalmente en la cadena de transporte de electrones y fagocitosis, para ser usado en
la actividad bactericida (29).

Perdxido de hidrégeno (H202). No es un radical libre, pero es una forma reactiva de

gran importancia, ya que posee la capacidad de generar el radical hidroxilo cuando se
encuentra en presencia de metales como el hierro. Esta ROS, es formada principalmente
en la matriz mitocondrial, al realizar la reduccion parcial de oxigeno o dismutacion del
radical superdxido por la enzima superdxido dismutasa (SOD). Aunque también se
genera en otros organelos celulares como el reticulo endopldsmico, peroxisomas y
citosol (26).

Radical Hidroxilo (OH¢). Posee una alta reactividad, esto es inversamente proporcional

a su vida media, lo que indica que tiene una vida media bastante corta, debido a que
reacciona de manera rapida e inespecifica con los blancos celulares méas cercanos
(DNA, proteinas, lipidos y carbohidratos). Tiene una capacidad superior a las demaés
ROS de causar dafio a nivel celular, debido a que las células no cuentan con un sistema

enzimatico antioxidante contra este radical (29).

Singulete de Oxigeno (10-). La especie reactiva singulete de oxigeno es producida en

diferentes procesos, como; la fagocitosis, induccion luminosa, reacciones catalizadas
por peroxidasas, entre otras. Es capaz de modificar diferentes biomoléculas como el
DNA vy causar dafios en las proteinas a través de la oxidacién de ciertos grupos
esenciales de aminoacidos (aa) entre los cuales se encuentran; triptofano (Trp),
metionina (Met), histidina (His) y cisteina (Cys). De igual forma, inicia la LP generando
radicales como el alcoxilo (RO¢) y peroxilo (ROO¢). Posee una vida media corta de
aproximadamente 0.5 microsegundos. Se caracteriza por que en su estado molecular no
tiene restriccion en la transferencia de electrones, por tal motivo es altamente reactivo
(29).
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En los primeros minutos y horas posteriores a la lesion, diferentes fuentes de O:’,
cascada de acido araquidonico, fuga mitocondrial y sistemas enzimaticos (nicotina-
amida-adenina  dinucleétido  fosfatooxidasa  (NADPH), mieloperoxidasas,
ciclooxigenasa (COX) y xantina oxidasa, presentes en la microglia activada y en
células infiltrantes (macrofagos y neutrdfilos), actdan aportando O™ derivado de la
reduccién de moléculas de oxigeno con un solo electrén (e-) durante el estrés oxidativo,
aunque el O2™ en si mismo es reactivo, su reactividad oxidativa directa hacia sustratos
bioldgicos en ambientes acuosos es relativamente débil, pero se distingue como un
agente oxidante y nucleofilo activo que puede reaccionar con donantes de hidrogeno (p.
Ej., Ascorbato y tocoferol), (Tabla 1) mediante la canalizacion en la cual se ve
involucrada la SOD se produce moléculas de H.O. las cuales puede reaccionar con
cationes de metales de transicion para formar especies oxidantes, principalmente en

presencia de iones hierro férrico (Fe**) y cobre (Cu?*) (26).

Tabla 1. Especies reactivas del oxigeno y nitrogeno

Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Radicales
Superdxido 0. Alcoxilo RO
Hidroxilo ‘OH Peroxilo ROO’

No radicales

Perdxido de hidrégeno H,0, Ozono O;
Singulete de Oxigeno 10, Peréxido organico ROOH
Acido hipocloroso HOCI Acido hipobromoso HOBr

Especies reactivas del nitrogeno (RNS)

Radicales
Oxido nitrico ON’ Didéxido de nitrégeno NO,’
No radicales
Peroxinitrito ONOO ™  Catiodn nitrosilo NO*
Trioxido de dinitrégeno N.O; Anidn nitroxilo NO~
Tetradxido de dinitréogeno N.O, Acido peroxinitroso ONOOH
Acido nitroso HNO, Peroxinitritosalquilicos ROONO
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EI SNC es rico en Fe3*, contenido en transferrina en plasma y ferritina intracelular. Este
hierro puede ser liberado de sus transportadores a valores de pH 6 o menos, como el que
se alcanza en la hipoxia y acumulacion de &cido lactico y convertirse en catalitico; una
segunda fuente de hierro proviene de la hemoglobina liberada después de una
hemorragia inducida mecanicamente. El O. actGa donando un electrén al Fe*', y el
hierro ferroso (Fe 2*) cataliza la conversion de H.0, en HO* y HO. Por lo tanto, O y
H20- reaccionan en presencia de Fe®*" /Fe 2* y promover la formacion de HO* y HO"
(26).

Por otro lado, el Oz puede interactuar con ON, un radical hidrofébico y levemente
reactivo generado enziméaticamente a partir de L-arginina por isoformas de éxido nitrico
sintasa (NOS) (22). La familia esta integrada por varios miembros: ON neuronal, ON
endotelial y la iNOS, todas ellas se localizan en el citosol. La forma ON endotelial es la

fuente primordial de ON en las células endoteliales vasculares (30).

En contraste a estas tres enzimas, la ON mitocondrial es una isoforma localizada en la
mitocondria. Su localizacion en dicha organela asegura la formacion de ONOO", a partir
de la presencia de ON y de Oza nivel mitocondrial. Esta enzima puede producir
superdxido cuando se desacopla y este RL a su vez se combina con ON (30), dando
lugar a uno de los RNS maés importantes, peroxinitrito ONOO™ , potente oxidante y
nitrante in vivo, ya sea para reacciones de oxidacion directa, en las que reacciona con
dianas de bajo peso molecular, proteinas (con tioles y centros metalicos), y diéxido de
carbono, o por radicales derivados de escision hemolitica, secundarios a la reaccion con
diéxido de carbono o protonacion, incluidos en RNS. En condiciones bioldgicas,
ONOO" existe en equilibrio con su forma acida, el acido peroxinitroso (ONOOH), que
decae rapidamente por hemdlisis y dan lugar al radical didéxido de nitrgeno altamente
reactivo (ON2*) y HO* favorecido por el bajo pH en SNC. Entre las diferentes
reacciones directas de ONOO -, una de las mas relevantes es con mondxido de carbono
(CO), del sistema tampon de bicarbonato, para formar nitrosoperoxocarbonato
(ONOOCO:), por escision agentes oxidantes fuertes, tales como didxido de nitrégeno
(ON_2*) y radicales carbonatos (CO3") (26).
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2.5 Lipoperoxidacion

Después del aumento de los niveles de Ca?* intracelular, la disfuncién mitocondrial, la
degradacion de acido araquidonico y la activacion de iNOS, se produce la formacion de
ROS y RNS causando la LP, dafio de proteinas y acidos nucleicos, induciendo

alteraciones en el citoesqueleto y organelos que llevan a la lisis (2).

La LP se define como una degradacion oxidativa y descomposiciéon de lipidos de
manera descontrolada por via no enzimatica y ocurre cuando las ROS reaccionan con
acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), lo que lleva a la modificacion de sus
propiedades fisicoquimicas, alterando la integridad de la membrana celular. Los PUFAS
son acidos grasos de cadena larga con dos o méas dobles enlaces en configuracion cis,
cada uno separado por un puente de metileno (-CH2-) en su cadena principal de
carbono. Los lipidos por su conformacion quimica son la clase de biomoléculas méas

susceptible a sufrir oxidacion (26).

La via enziméatica produce lipidos, mediadores como prostanoides, leucotrienos,
lipoxinas, resolvinas y maresinas por la accion de COX o lipoxigenasas (LOX), entre
otros, que provocan desregulacion del flujo sanguineo, dafio de la BH-M, respuesta

inflamatoria y muerte celular programada (26).

El SNC es particularmente vulnerable al LP por varios factores: tiene una alta actividad

metabolica oxidativa, contenido de PUFAS y cationes de metales de transicion.

Los &cidos grasos estan altamente concentrados dentro de la mielina de los astrocitos en
el SNC, son mas susceptibles a la peroxidacion, lo cual podria ser un factor
determinante en la desmielinizacién. Ademas, los oligodendrocitos poseen bajos niveles
de enzimas antioxidantes, tienen un alto contenido de hierro y una relacién alta de lipido

y proteina en la mielina, representando un blanco preferencial de las ROS (31,32).

Por el contrario, tiene bajas defensas antioxidantes y replicacion neuroglial. La LP es
un proceso en cadena que involucra la participacion de ROS, RNS, PUFAS vy sistemas
oxidativos, entre otros, donde se ha propuesto una intervencion terapeutica con
moléculas que pueden tanto prevenir la formacion de RL como evitar que las ya

formadas reaccionen con biomoléculas (26).
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Debido a que el pico de produccion de ROS ocurre dentro de las primeras 24 hrs.
después de la lesion, o durante la isquemia-reperfusion, los farmacos que pueden usarse
para esta "primera produccion de RL” estadn limitados por su tiempo de intervencion.
Sin embargo, las fases en las que se desarrolla la LP pueden persistir mientras existan
sustratos oxidables, por lo que conocer las reacciones involucradas permite disefiar

estrategias y farmacos con mayor ventana terapéeutica (26).

Los RL se pueden formar a partir de diversos mecanismos, siendo la adicion de un

electron a una molécula estable el mas comun (29).

La peroxidacion no enzimatica de PUFAS es la via principal del estrés oxidativo; HO®
participa como uno de los inicios del LP por su solubilidad y la falta de un sistema
enzimatico para eliminarlo. Este y otros radicales eliminan un radical H* dentro del
lipido (LH), que proporciona un radical lipidico (L*). La estabilizacion por resonancia
de L* produce un dieno conjugado que reacciona con Oz para formar un radical lipido
peroxilo (LOO*) y genera un hidroperdxido lipidico (LOOH) cuando retira hidrégeno de
un PUFA adyacente, produciendo un segundo L*. Los LOOH se consideran el producto
inicial de LP, pero estos compuestos son inestables y pueden descomponerse con la
participacion de Fe** o Fe? nuevamente en LOO® o LO* también puede iniciar
reacciones en cadena, como las reacciones LOO* descritas anteriormente. Por lo tanto,
un HO* puede generar un alto nimero de LOOH a través de una serie de reacciones en
cadena. Finalmente, la terminacion de las reacciones en cadena ocurre por la
estabilizacion de los radicales que reaccionan entre si, formando un nuevo enlace y
eliminando el radical, o donando electrones (generalmente H°®) a los radicales por
compuestos, sin convertirse en radicales. En el caso de los LOOH previstos en las
reacciones LP anteriores, estos sufren una fragmentacion en la que los PUFAS oxidados
dan lugar a productos secundarios de cadena corta, como los hidroxi-alquenales
(aldehidos neurotoxicos) relativamente estables como el malondialdehido (MDA), 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE), 4-hidroxi-2-hexenal (HHE) y 2-pro-penal (acroleina). En
general, el LOOH puede reaccionar de diferentes maneras que conducen a una ruptura
del enlace C-C y la formacion de hidroxi-alquenos por medio de diferentes mecanismos
(Figura 11) (26).
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Mientras que la LP compromete la integridad de la membrana celular, los productos
secundarios altamente reactivos pueden unirse covalentemente a proteinas y ADN,
comprometiendo su estructura y funcion. Se ha demostrado que la HNE puede
desempefiar un papel importante como molécula de sefializacion, mejorando la
capacidad antioxidante celular y la respuesta adaptativa a bajas concentraciones; puede
promover el dafio de las proteinas y del ADN en los organelos, lo que lleva a la
induccidn de autofagia, senescencia o detencion del ciclo celular; y finalmente puede
inducir la muerte celular programada por apoptosis o0 necrosis a un nivel alto o muy alto
(26).
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Figura 11. Lipoperoxidacién no enzimatica de PUFAS. Los tres pasos de la peroxidacién lipidica no
enzimatica de PUFAS. En la etapa de iniciacion, se elimina un 4tomo de hidrégeno en una posicion bis
alilica usando un radical o un metal activo redox para generar un radical alquilo estabilizado por
resonancia. El radical se isomeriza para formar el dieno conjugado més estable, antes de reaccionar con
el oxigeno molecular. En la etapa de propagacion, los radicales pueden reaccionar con nuevos sustratos,
formando hidroperéxidos lipidicos (LOOH), que pueden reaccionar con el hierro creando nuevos
radicales. Este paso se repite hasta el paso de terminacién, donde los radicales son "apagados" por
antioxidantes o reaccionan con otro radical. La descomposicion de LOOH genera especies como MDA,
HNE, etc. LH, lipido; L°, radical alquilo / lipido; LOO", radicalperoxilo; LOOH, hidroperéxido de
lipidos; LO-, radical lipido alcoxilo;, HNE: 4-hidroxi-2-nonenal; MDA: malondialdehido; HHE: 4-
hidroxi-2-hexenal. Modificado de: Vilchis, y cols. 2019 (26).
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2.6 Proteinas como diana de oxidacién

La oxidacion de proteinas para ROS puede conducir a la hidroxilacion de grupos
aromaticos y cadenas laterales de aa alifaticos, nitracion de residuos de aa aromaticos,
nitrosilacion reversible de grupos sulfhidrilo, sulfoxidacion de residuos de Met,
conversion de algunos residuos aa en derivados carbonilo, escision de la cadena

polipeptidica y formacion de agregados proteicos reticulados (26).

Ademas, los grupos funcionales de proteinas pueden reaccionar con productos de LP y
derivados de carbohidratos (glicacion / glicoxidacién) para producir derivados inactivos,
donde la oxidacion irreversible de proteinas se describe mediante cuatro vias: ruptura de
enlaces peptidicos, carbonilacién, formacion de enlaces proteina-proteina y nitracién
(26).

Uno de los procesos de oxidacion irreversibles mas importantes es la carbonilaciéon de
proteinas. Implica la oxidacion de la proteina anterior y derivados de aa con grupo
carbonilo (C=0), "reaccionando preferentemente sobre Trp, Thr, Cys, Met, y residuos
de His, reacciones de cetonas y aldehidos sobre Cys, Lys, His y por glicacion /
glicoxidacion de grupos amino de Lys, etc. La modificacion de la estructura de la
proteina después de la oxidacion también puede dar lugar a derivados reticulados intra o
inter proteicos por varios mecanismos diferentes. Los productos finales de LP, como
HNE y MDA, pueden causar proteinas reticuladas, como reacciones de ambos grupos
aldehido (26).

A partir de todas estas modificaciones se pueden identificar diversas moléculas tanto en
liquido cefalorraquideo como en sangre, tanto en humanos como en animales, y se han
propuesto como biomarcadores para diagnosticar la gravedad de la LME. Algunos de
esos biomarcadores derivados de proteinas, neurofilamento, GFAP, tau, enolasa
especifica de neuronas y proteina B de union al calcio S100 (S100p), que forman parte

de los componentes de neuronas, oligodendrocitos y astrocitos reactivos (26).
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2.7 Tratamientos

Tomando en cuenta las fases del desarrollo en cuanto LME, la intervencion terapéutica
temprana ha demostrado mejorar las posibilidades de recuperacion, segun lo observado
en diversos ensayos clinicos en los que se utiliz6 como tratamiento succinato sédico de
metilprednisolona, eficaz solo cuando se administro en las primeras 8hrs. después de la

lesion.

La investigacion de nuevos agentes farmacologicos para el tratamiento de la LME se
centra en los procesos de lesion secundaria, siendo las terapias antioxidantes las méas
importantes. Los principales objetivos de las terapias farmacoldgicas para las LME se
pueden clasificar en neuroproteccion y neuro regeneracion. Las terapias antioxidantes

estan catalogadas dentro de la primera (26).

A continuacion, y de manera resumida, se presentan algunos de los agentes que se
encuentran en fase experimental y otros (cuando se mencionan), en ensayos clinicos,
bien porque su eficacia ha sido demostrada en modelos animales o0 por su uso ya

probados o aprobado en otras patologias.

Melatonina: La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un compuesto pleiotropico
que actua principalmente en la regulacién de los ritmos circadianos y el suefio. Cuando
reacciona con ROS, se convierte en 3-hidroximelatonina ciclica. Estimula la expresion y
actividad de SOD, glutation peroxidasas, catalasa y glutation reductasas e inhibe o
disminuye la expresion de ON pro-oxidativos, diferentes vias de sefializacion, factores

de transcripcion y citocinas proinflamatorias (26).

Minaciclina: El clorhidrato de minociclina es un antibiotico de tetraciclina semisintético
disponible con potentes actividades antiinflamatorias (regulacion de las vias de la
fosfolipasa A 2y MAPK / PIK3) y neuroprotectoras (proteccion contra la inflamacion
inducida por glutamato); también inhibe las metaloproteinasas de la matriz y el influjo
de Ca?* mitocondrial. La minociclina tiene propiedades antioxidantes y antiapoptoticas,
probablemente actuando en dosis elevadas como eliminador directo de radicales, como

la vitamina E, debido a su estructura de anillo fendlico (26).

Estrogeno: EIl tratamiento con hormonas esteroides gonadales (estradiol, testosterona,

estrégeno) ha resultado en una recuperacién motora con una reduccion del volumen de

45



la lesion en modelos animales. A través de sus receptores (ERa y ERp), el estrogeno
ejerce una neuroproteccion a concentraciones fisioldgicas y una mejor neuroproteccion
como antioxidante a altas concentraciones. El estrobgeno modula la expresion
génica; promueve la angiogénesis; inhibe la inflamacion, impidiendo que la microglia
libere moléculas inflamatorias como TNF-a, ROS, prostaglandina (E2), etc. Regula la
expresion de enzimas antioxidantes; e induce la produccion de glutation reducido
(GSH) mitocondrial (26).

Acidos grasos omega-3: Los Aacidos grasos omega-3: 4cido o-linolénico, acido

eicosapentaenoico (con cinco enlaces insaturados) y acido docosahexaenoico (DHA,
con seis enlaces insaturados) forman parte de los triacilgliceroles que se consumen en la
dieta. EI DHA es un componente estructural principal del cerebro humano, la corteza
cerebral y la retina. La falta de DHA puede afectar la fluidez y la integridad de la
membrana en los sinaptosomas; ademas, afecta la arquitectura de proteinas que actuan

como receptores y canales (26).

Antioxidantes enddgenos (vitaminas C, D, E vy ubiquinol): Se han estudiado varias

moléculas que ya actGan como antioxidantes enddgenos como candidatas para su

aplicacion en terapias antioxidantes para la LME (26).

La vitamina C, o &cido ascérbico, es una pequefia molécula soluble en agua que tiene un

doble enlace y participa en varios procesos metabdlicos como agente reductor.

La vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D3, VDH, forma activa) es una molécula con
esqueleto de colesterol y actia de manera similar a las hormonas y esteroides en varios
sistemas. Su receptor esta ampliamente distribuido en el SNC y aparentemente actla
sobre los mismos objetivos que la progesterona a través de vias similares. Su uso en
modelos de dafio del SNC in vivo e in vitro ha mostrado resultados prometedores en
varios aspectos. La prolongacion o exacerbacion de la inflamacion también da lugar a
un mayor dafio por estrés oxidativo; por tanto, el efecto de VDH in vivo sobre la
inhibicion de iINOS y aumento de IL-4 y TGF-B in vitro modulando la produccion de

moléculas implicadas en estrés oxidativo, dafio neurotéxico y crecimiento axonal.

Los tocoferoles son un grupo de cuatro compuestos fendlicos liposolubles denominados

a, B, v y 0, que se encuentran en los aceites vegetales, siendo alfa (a-T, considerada la
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vitamina E clasica) la que tiene mayor proporcion en sangre y tejidos. Todos los
tocoferoles son fuertes antioxidantes que rompen cadenas al eliminar eficazmente ROS
y RNS. a-T reduce significativamente la actividad de iNOS y COX-2; Ademas, se ha
evaluado el efecto de extractos o derivados sintéticos, disminuyendo la muerte celular
por excitotoxicidad y estrés oxidativo en astrocitos, acelerando la remielinizacion de
lesiones focales desmielinizadas quimicamente inducidas. El ubiquinol (forma reducida)
0 coenzima Q10 se encuentra entre los antioxidantes que disminuyen su concentracion
después de la LME. Es un cofactor liposoluble presente en la membrana mitocondrial
interna que actGa como antioxidante en la cadena respiratoria. Previamente, se ha
demostrado el efecto sobre el dafio por isquemia-reperfusion en el SNC, previniendo la
LP y reduciendo el tamafio de las lesiones (26).

Factor inhibidor de la locomocién de monocitos (FILM): Mediante el uso del FILM en

diversos estudios in vitro se observo que retarda la migracion de monocitos humanos sin
afectar la locomocion de otras estirpes celulares (neutréfilos, polimorfonucleares o

eosinofilos), evita la produccion de ROS vy la sintesis inducida de ON (27).

Estudios in vivo han demostrado la capacidad que tiene el FILM para retardar el arribo
de monocitos en ventana de Rebuck en humanos e inhibir la hipersensibilidad cutanea al

dinitroclorobenceno en cobayos (33).

Asi mismo se ha demostrado que el FILM disminuye la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-12 e IFN-y, favoreciendo la produccion de citocinas
anti-inflamatorias como 1L-10 y TGF-g8, modulando la respuesta inflamatoria (33). Se
ha descrito que tiene efecto sobre la expresion de genes que participan en la migracion,
proliferacion, sintesis/degradacion de la matriz extracelular, vasculogénesis,

angiogeénesis y guiado axonal (34).

Mediante diversos estudios se ha evaluado el papel del FILM en el control y
modulacion de LP en etapas agudas de LME observando en estos, concentraciones
disminuidas de marcador es especificos de oxidacion lipidica como los son HNE vy
MDA (27). Estudios de analisis de microarreglos, PCR tiempo real, citometria de
flujo, y determinacion de proteinas por el metodo inmuno-enzimatico ELISA en las
lineas celulares U-937 (pre monocitica) y MRC-5 (fibroblastos) activadas con PMA,

mostraron que el FILM inhibe la produccién de interleucinas y quimiocinas
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pro-inflamatorias y favorece la produccion de citocinas anti-inflamatorias , con lo
cual promueve el balance homeostatico critico para la modulacion de la respuesta
inflamatoria se sugiere que bastan tres dosis de FILM para tener una respuesta

neuroprotectora en la LTME, proponiendo este protocolo para estudios posteriores (35).

Nitrona: Las nitronas fueron originalmente desarrolladas como una herramienta para
estudiar los radicales libres en quimica y posteriormente en procesos oxidativos
bioldgicos, usadas como interceptores de orbita (spin-trapping) que reaccionan con RL

de oxigeno como Oz y —OH para producir especies menos reactivas (27).

Membrana Amnidtica:

Las células epiteliales y mesenquimales aisladas de MA poseen caracteristicas de
células madre, pluripotenciales que tienen la capacidad de diferenciacién hacia lineas
de las diferentes capas germinales y propiedades inmuno moduladoras (36). Células de
la MA comenzaron a utilizarse en ensayos preclinicos en modelos animales de diversas
enfermedades con resultados prometedores. No obstante, al igual que lo observado con
células mesenquimales de otras fuentes, la mayor parte de las veces, el efecto benéfico
no podia atribuirse a la plasticidad celular, porque el nimero de células que se injerta es
escaso. Diferentes observaciones experimentales sugieren que las células madre
derivadas de la MA actian benéficamente por sus efectos inmunomoduladores e
inmunorreguladores. Los mecanismos implicados se han investigado extensamente en

ensayos in vitro y en modelos animales de enfermedades inflamatorias (37).

Marino y cols, (13) mencionan que, en ensayos clinicos, la MA completa ha sido
evaluada para el tratamiento en cartilagos articulares, defectos de tendones y
regeneracion en nervios periféricos, por su actividad neurogénica. Este ultimo estudio se
llevd a cabo por Mligiliche y cols. (38) con el cual se concluyd que la ldmina de matriz
extracelular del amnios humano es un material de conduccion eficaz para la
regeneracion de nervios periféricos. La tasa de aparicion de axones mielinizados de
menos de 4 micras de diametro fue significativamente mayor en el grupo donde se
utilizaron los tubos de matriz de amnios, la reinervacion del masculo gastrocnemio se

demostro electrofisiolégicamente 9 meses después de la implantacion.

Cuando la MA se utiliza como injerto, rellena un defecto tisular remplazando la matriz

estromal ausente y proporcionando una membrana basal para que la epitelizacién se
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produzca sobre ella. La placa basal de la MA facilita la migracion de celulas epiteliales,
refuerza adhesiones de células basales, promueve la diferenciacion epitelial y previenen
la apoptosis. La presencia de diferentes formas de laminas caracteristicas de la placa

basal es la que le permite la rapida adhesion y proliferacion celular sobre ella (33).

2.8 Inmunoterapia

El uso de anticuerpos en el tratamiento de la LME es diverso y esta dirigido a las
funciones de las células inmunes involucradas en la inflamacion y el proceso
patoldgico. La invasion inicial de leucocitos depende de la interaccion del grupo de
diferenciacion de la integrina CD11d / CD18 [CD por sus siglas en Ingles (clusters of
differentiation)] con la molécula de adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1). Otra
integrina importante es el dimero a481 también conocido como antigeno muy tardio 4
(VLA-4), y los tratamientos con anticuerpos monoclonales anti-a4 bloqueantes o el
bloqueador de molécula pequefia B105192 mostraron una menor afluencia de
neutréfilos / macréfagos, reduccion de la actividad oxidante (COX-2, ON o iNOS,
MDA), preservaron la materia blanca y gris, mejoraron las diferentes evaluaciones
motoras y disminuyeron la alodinia mecanica después de la LME, en comparacién con

los controles (26).

El componente de tipo enzimatico se considera como la primera linea de defensa
primaria, y se encarga de evitar el acimulo de ROS como; el anidn superdxido y
peréxido de hidrégeno, catalizando la transferencia de electrones de un sustrato hacia

los radicales (29).

Recientemente se demostré en modelos de ratas con hemiseccién medular en T13 que el
trasplante de células aisladas del epitelio amnidtico dentro de la ME realizado a los 14
dias de la seccion medular suprime la alodinia mecénica y reduce la expresion de las
proteinas F4/80 (marcador de microglia) en el sitio del dafio, y en el segmento espinal
L4-5, ubicado por debajo del dafio. Ademas, inhibe significativamente el incremento de
la fosforilacion del receptor NMDA (indicador de dolor neuropatico crénico en las ratas
con seccién medular) en los segmentos L4-5, lo que sugiere que las células aisladas del
epitelio amniotico producen un efecto antinociceptivo en el estimulo mecénico en

animales neuropaticos. Ademas, al reducir la expresion de la microglia se produce
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menos liberacion de citocinas proinflamatorias y, subsecuentemente, menos dolor

crénico (37).
2.9 Biomarcadores relacionados con LME

Existen una serie de genes de proteinas, citocinas, interleucinas y compuestos
biolégicos ampliamente estudiados auxiliares a la determinacién de procesos
proinflamatorios, antinflamatorios, neurogénicos, degenerativos en el SNC
particularmente en ME, algunos de ellos se encuentran agrupados en la tabla 2, que se

consideran como estandares de evaluacion en la LME (27).

Algunos de ellos han sido seleccionados y descritos a continuacion para su evaluacion

el presente trabajo.

Tabla 2.Genes y respuestas asociadas a LME

Respuesta Genes

Proinflamatoria IL-6, IL-12, COX-2, IFNy, TNFa, CXCR1, IL-1B
Antiinflamatoria IL-10, IL-4, TGF-B3

Lipoperoxidacién SOD-1, SOD-2, iNOS, MPO

Neuro modelacion GAP 43, BASP1, BDNF, NT3

Formacion de Cicatriz glial GFAP, VIM, IBA 1

Constitutivos HPRT, B-actina

2.9.1 Proteina acida fibroglial (GFAP)

La GFAP es una proteina derivada de las células gliales, que forman parte del filamento
intermedio del citoesqueleto de los astrocitos, donde es la proteina mas abundante y que
normalmente se encuentra elevada en los astrocitos reactivos durante la plasticidad, la
neurodegeneracion y después de una lesién, donde se asocia con la formacién de CG
(12,39).

Después de una activacion severa, los astrocitos secretan diversas sustancias
neurotoxicas y expresan un nivel elevado de GFAP, que se considera una proteina

marcadora de astrogliosis. GFAP aumenta en la periferia de la lesion isquémica después
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de agresiones neurodegenerativas (40). Los astrocitos aumentan la expresion de
filamentos intermedios, GFAP, nestina y vimentina (VIM), y se hipertrofian. Los
astrocitos reactivos proliferan y se movilizan hacia el sitio de la lesion y forman una
estructura en forma de malla de procesos filamentosos entremezclados alrededor del
epicentro de la lesion. Se ha demostrado que la CG astrocitica sirve como una barrera
protectora que evita la propagacién de las células inmunitarias infiltradas en los
segmentos adyacentes. La atenuacion de la reactividad de astrocitos y la formacion de
cicatrices mediante el blogueo de la activacion de STAT3 da como resultado peores
resultados en la LME. La astrogliosis reactiva también es esencial para la
reconstruccion de la BH-E, y el bloqueo de este proceso conduce a una infiltracion de
leucocitos exacerbada, muerte celular, dafio de la mielina y reduccion de la recuperacion
funcional (25).

Es considerado un marcador especifico de enfermedades del SNC, y también esta
relacionado con varios procesos neuronales nocivos que comprometen la integridad de
la BH-E, y ha mostrado ser un biomarcador potencialmente til para predecir resultados
clinicos en el tracto cerebro espinal. Su nivel normal en suero es <0.03 ng/ml, por lo que

cualquier elevacion de este indicara disrupcion de la BH-M (12).

Las concentraciones serologicas y en Liquido cefalorraquideo (LCR) de GFAP se
correlacionan positivamente con la gravedad de la lesion en pacientes con LME
traumatica dentro de las 36 hrs. iniciales. En general, la expresion de GFAP en LCR y
suero ha demostrado ser dependiente de la gravedad y podria servir como biomarcador

para la deteccion de lesion/ regeneracion en individuos con LME aguda (39).

Por lo tanto, la manipulacion de la CG se ha perseguido como una estrategia de
tratamiento prometedora para la LME (25). De acuerdo con lo mencionado se tiene
conocimiento del uso de esta proteina para la determinacion del grado de

lesion/recuperacion en individuos sometidos a LME completa.

2.9.2 Proteina asociada de crecimiento 43 (GAP-43)

Dentro de las neuronas, la GAP-43 y su homologa proteina 1 soluble en &cido cerebral
(BASP-1) se enriquecen en terminales de axdn, donde regulan el citoesqueleto de
actina. Modulando la dindmica de la actina, GAP-43 y BASP1 logran sus funciones

fisiolégicas en el neurodesarrollo, la funcién sindptica y la regeneracion nerviosa (41).
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En la edad adulta la expresion de GAP-43 es relativamente baja, con la excepcion de
neuronas localizadas en regiones con plasticidad continua y remodelacion sinaptica.
Después de una ruptura estructural del sistema nervioso adulto, un aumento de GAP-43

fue observado en neuronas, cono de crecimiento y algunas células gliales (42).

Mediante el estudio realizado por Bhattacharyya (43), se encontré que GAP-43 se
localiza en el citoplasma de las neuronas y se observd un aumento en la expresion del
marcador regenerativo GAP-43 y el numero de neuronas supervivientes tanto rostral
como caudal al sitio de la lesion. Este biomarcador se expresa en gran medida durante
los periodos de crecimiento activo del axon y sinaptogeénesis. Su participacion
fundamental en el neurodesarrollo ha sido demostrada por estudios de eliminacion

genética (41).

Durante la lesion neural y mediante diversos estimulos las neuronas y la glia comienzan
con la liberacién de citocinas y factores neurotroficos, que pueden activar proteinas
asociadas al crecimiento como GAP-43 y BASP1 para promover la neuro proteccion y
la regeneracion. Tras la lesion, la fuga de células dafiadas o moribundas conduce a un
exceso de glutamato en el espacio extracelular, al mismo tiempo la privacion de
oxigeno-glucosa estimula a los astrocitos, microglia y neuronas para que secreten 1L-6,
IL-10, las cuales activan las vias JAK / STAT3 y PI3K / Akt, regula al alza GAP-43 y
BASP1 y promueve el crecimiento de neuritasin vitroy la sinaptogénesis in vivo
(Figura 12) (41).

La fosforilacion de ambas proteinas son dependientes del Ca?* de tal manera durante el
desarrollo y funcionamiento con niveles basales de Ca?* la produccion de estas se
mantiene baja. Durante la LP se lleva a cabo aumentos considerables de Ca?*, por lo
cual se ha considerado que el aumento de estas proteinas esta relacionado con este
desbalance (41).
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Lesion cerebral traumatica Accidente cerebrovascular
Lesion traumatica espinal traumatico por lesion
Hipoxia y privacion de glucosa cerebral
Glhia activada
Neuronas lesionadas
Citocinas Neurotrofinas
IL-6 IL-10 NGF, BDNF

IL-10
IL-6 receptor TrkA, B
receptor

JAK/STAT3 Ruta PI3K/Akt Ruta Ca* Sefalizacion
\ / PLC Ruta
Incremento de niveles Fosforilacion de

GAP-43, BASP1 GAP-43, BASP1

Neuroproteccion, Sinaptogénesis, Crecimiento de neuritas, Neurogénesis

Figura 12. Vias de sefializacion inducidas por lesiones que regulan GAP-42 y BASP1. Modificado de:
Chung y cols.2020 (41).
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2.9.3 Neurotrofina 3 (NT-3)

La neurotrofina 3 (NT-3) pertenece a la familia de cuatro proteinas neurotroficas
relacionadas estructuralmente, entre las cuales se encuentran el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF), neurotrofinas 3, 4 y 5, y el factor de crecimiento nervioso
(NGF). Todas las proteinas tienen funciones importantes en el desarrollo del SNC y

periférico, supervivencia celular, diferenciacién y crecimiento a lo largo de la vida (10).

Las neurotrofinas actlian sobre dos tipos de receptores, los denominados receptores de
alta afinidad de tirosina cinasa (TrkA, TrkB y TrkC) y su receptor de baja afinidad
(p75). Actualmente se conocen las vias metabdlicas activadas por interaccion de las
neurotrofinas con sus receptores Trk. Tras interactuar las neurotrofinas con sus
receptores de alta afinidad Trk, se da pie a la sefializacion iniciada por las GTP asas Ras
y Rapl, que activan a la familia de proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK),

involucradas en la sobrevivencia y diferenciacion neuronales (38).

La microglia tiene un rol activo en la neurogénesis: elimina células progenitoras
neuronales apoptdticas que no se han incorporado en los circuitos neuronales,
dirige la migracion y la diferenciacion de las mismas y libera factores neurotréficos
(NGF, NT-3 y -4, BDNF)(45). La NT-3 es el tercer factor neurotrofico, se ha
demostrado que apoya la supervivencia y diferenciacion de neuronas existentes,
estimula el crecimiento, diferenciacion y sinapsis de nuevas neuronas mediante la
activacion de moléculas por la interaccion de las L neurotrofinas con su receptor de alta
afinidad como lo es la proteina fosfatidilinositol-3 cinasa (P13-K), la cual es capaz de
fosforilar a la proteina cinasa B (PKB) o (Akt), esta sefializacion esta relacionada con la
inactivacion de proteinas apoptéticas. Por altimo, la activacion del receptor de baja
afinidad para las neurotrofinas p75 es regulada principalmente por péptidos precursores,
y su principal blanco es una via apoptética (44,46).

2.9.4 Molécula adaptadora de unién a calcio ionizada 1 (Iba-1)

Se sabe que los iones de calcio son uno de los mediadores de sefiales mas importantes
en todas las células, incluido el SNC, en el cual los iones de calcio ejercen su

sefializacion a través de la asociacion con varios enlaces de calcio. La Molécula
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adaptadora de unién a calcio ionizada 1 (lba-1) se demostrd por primera vez en la
microglia y se sabe que tiene la actividad de agrupacion de actina y participa en la
fagocitosis y la ondulacion de la membrana en la microglia activada. Se ha informado
que es una molécula clave en la fagocitosis, y que estd involucrada en las vias de
sefializacion del calcio y una pequefia GTPasa (47,48).

Iba-1 actla cooperativamente con la proteina G reactiva, molécula clave en la
activacion de la microglia, cuyo rol es dirigir la reorganizacion del citoesqueleto de
actina. Esta remodelacion es importante para los eventos celulares desencadenados
luego de la activacion, entre los cuales se encuentran la proliferacion, migracion,

fagocitosis y produccién de agentes bioactivos (42).

2.9.5 Vimentina (VIM)

La VIM es una proteina de filamento intermedio de tipo 11, ampliamente distribuida y
conservada en todas las especies. Desempefia gran variedad de funciones celulares y
tisulares. Se ha identificado que proporcionar la flexibilidad mecéanica necesaria para la
contraccion, migracion y proliferacion célula (49).

VIM, como una de las proteinas de filamento intermedio de mamiferos maés
ampliamente expresada, se expresa generalmente en astrocitos reactivos y se informé en
células mesénguimas, condrocitos y células endoteliales, particularmente en fibroblasto
y células diferenciadoras (50).

En las células, VIM construye una red extensa y activamente dindmica de filamentos
que atraviesa el citoplasma, sufre alteraciones de forma y localizacion constantes,
relativamente rapidas en respuesta a modificaciones postraduccionales y al estrés
bioquimico y/o mecanico, considerado en el proceso bioldgico esencial para desarrollo
embrionario, formacién de cicatriz y formacion de metéstasis de cancer, caracterizadas
por la induccion de la motilidad celular, cambios en la expresion génica y aumento de la
supervivencia (49).

Es bien sabido que los astrocitos hipertroficos pueden sobre expresar GFAP y VIM para
inhibir la regeneracién axonal. Por tanto, existe una estrecha relacion entre GFAP y
VIM en los astrocitos reactivos. Los estudios han demostrado que el papel de VIM
implica la adhesion celular, migracion, supervivencia y la transduccién de sefializacion.

Entre estos elementos, la gliosis reactiva caracterizada por hipertrofia de procesos de
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astrocitos que cargan varios filamentos intermedios, incluidos nestina, VIM y GFAP, se
conocia como el principal obstaculo para la regeneracion nerviosa.

En el estudio realizado por Qian Jiang, 2017 (50), quien concluyé que de manera
conjunta la VIM puede ejercer su funcion de inhibir la regeneracion durante un tiempo
prolongado después de la lesion. Por lo tanto, deberia ser atil una eliminaciéon de VIM
con un tiempo prolongado en la médula espinal, para inhibir la formacion de cicatrices y

luego permitir la regeneracion nerviosa.
3.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia de LME en medicina veterinaria aun no es posible conocerla por la falta
de registros estadistico de los casos. La LME ocasiona trastornos anatémicos y
fisioldgicos con graves secuelas sobre la funcion neural desarrollados en dos fases,
durante la primera el dafio neuronal es inmediato por el impacto y la necrosis isquémica
y la segunda se caracteriza por la aparicion de alteraciones bioguimicas que causan el

dafio de la lesiéon secundaria.

Estos estadios activan al sistema inmune, generando una reaccion celular, lo que
provoca un proceso inflamatorio y dafio importante al tejido neural con una respuesta
inflamatoria no modulada e intensa que contribuye a la degeneracion del tejido y
generacion de CG poco controlada que se relaciona con la falta de interaccion neural de
las células presentes anterior y posterior al sitio de lesion. Las estrategias terapéuticas
convencionales para este tipo de lesion no son satisfactorias, ya que tienen resultados

muy limitados, a pesar de las mejoras en cuidados quirargicos y de rehabilitacion.

Las terapias propuestas en los ultimos afios comienzan a enfocarse a la modulacion de
procesos de lesion secundaria, mediante la administracion de productos que tienen como
objetivo regular el proceso inflamatorio y controlar la agregacion celular para evitar la
remodelacion tisular desmedida y con esto la formacion de CG que impida la

reconexion neural de las células en neoformacién.
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4. JUSTIFICACION

Mediante estudios previos en modelos murinos, se ha logrado determinar que la accion
del péptido inmunomodulador (Pl) en combinacion con otros agente
inmunomoduladores favorece la recuperacion motriz posterior a LME, asi como la
regulacion del estrés oxidativo y el cambio en la expresion de genes involucrados en la
inflamacion comparado con grupos de combinacion binaria y controles.

Tomando en cuenta que se ha demostrado neuroproteccion con el uso de estos péptidos
de manera individual, favorecen la resistencia del tejido a la toxicidad y reducen la
degeneracion secundaria de neuronas, en el presente trabajo se propone la aplicacion del
Pl y/o de un compuesto quimico y bioldgico™ (CQB) aplicado sobre la membrana
amnidtica (MA), tanto de manera individual como mediante su combinacion, para
favorecer la recuperacion motriz y modular la expresion de genes relacionados con la

neoformacion y remodelacion tisular.

5. HIPOTESIS

La combinacion terapéutica del péptido inmunomodulador, el compuesto quimico
conjunto con la membrana amni6tica, modulara la expresion de los genes estudiados y

favorecera la recuperacion motriz.

*En proceso de patente
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar el efecto de la administracion terapéutica de péptido inmunomodulador,
compuesto quimico y biologico, en la recuperacién motora y expresion de genes en

ratas con lesion traumatica de la medula espinal.

6.2 Particulares
Comparar y evaluar en los diferentes grupos de animales sometidos a una LTME
tratados post-lesion con la combinacion de péptidos inmunomoduladores y MA

mediante la determinacién de:

1. Recuperacion motora.
2. Expresion de genes de perfiles pro sindpticos en médula espinal

3. Expresién de genes de perfiles regenerativos en médula espinal

7. METODOLOGIA

7.1 Poblacién y grupos

Se utilizaron ratas cepa Sprague Dawley, hembras de 12 a 15 semanas de edad, con un
peso de 200-250g.

7.2 Tamano de la muestra

Nueve grupos de seis ratas cada uno, mas 20% de reposicion por muerte en el proceso
experimental. Total: 65 ratas. Los grupos generados son los enlistados en la tabla 3 que
muestra a cada grupo en las filas de la izquierda y los procedimientos en las columnas,
el punto representa el procedimiento aplicado a cada grupo. La primera aplicacion de
cada tratamiento se efectud sobre el sitio de lesion expuesto al momento posterior a la
hemiseccion, las aplicaciones subsecuentes (de haberlas) se efectuaron por via
intraperitoneal (i. p) (ver administracion de tratamiento). Péptido inmunomodulador
(PI); compuesto quimico y biologico (CQB)*; Membrana amnidtica (MA). El grupo
Sham se refiere al grupo control quirdrgico (Laminectomia sin lesion ni tratamiento),
mientras que el grupo control se refiere al grupo con laminectomia, con LME vy tratado
con PBS.
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Tabla 3. Descripcion gréafica de los grupos de estudio.

GRUPO Laminectomia | Hemiseccion Tratamiento
Sham . - -
Control . . Administracion de PBS
MA ° ° MA
Pl . . Administracion de Pl
Pl + COB . . Administracion de Pl y CQB
MA + PI o o Administracion de Pl y MA
MA+ CQB o o Administracion de MA'y CQB
Administracion de PlI,CQBY
8 | MA+PI +CQB . °
MA
9 CcQB o o Administracion del CQB

7.3 Tipo de estudio y disefio experimental.
Estudio de causa-efecto, disefio experimental puro con animales de laboratorio.
Realizado en la Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia UMAE, Hospital de

Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Los animales de experimentacion fueron donados y mantenidos en condiciones

adecuadas durante el proceso experimental en el Bioterio del CMN-SXXI del IMSS.

7.4 Preparacion y administracion de los tratamientos

a) Péptido inmunomodulador

Sintetizado en American Peptide Company Co., Sunnyvale, CA, USA. Se disolvio a una
concentracion de 20mg/ml de PBS. Las soluciones de trabajo se probaron que estan
libres de endotoxina usando el ensayo Limulus (Amoebocyte Lysate Endosafe KTA
Charles River Endosafe INC, Charleston, SC, USA) y se almaceno a -20°C hasta su
uso. Dosis en cada aplicacion: 0.87mg/kg de peso.
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b) Compuesto quimico y bioldgico

Sintetizado en Sigma-Aldrich, Inc. USA. Se disolvio a una concentracion 9mg/ml en

PBS y se almacend a -20°C hasta su uso. Dosis en cada aplicacion: 0.5mg/kg de peso.
c) Membrana amnidtica

Se utilizé aloinjerto membrana amniodtica (MAFIX; Apolo Medical Services, S.A de
C.V, México) previamente liofilizada procesada en laminas de 5 x 5mm. En los grupos
a los cuales se les administra MA, esta fue impregnada con los tratamientos

correspondientes y fue colocada en la zona interna de la hemiseccion.

Administracion del tratamiento: Inmediatamente y posterior a la LME se preparé la
combinacion de tratamientos, se homogenizo y se colocaron entre el sitio de la
hemiseccion de la médula espinal. Suturamos el area quirdrgica y posteriormente, de
acuerdo con el grupo, se administrd i.p la misma dosis de PI por 3 dias (1 dosis c/24hrs)

y dos dosis de QCB (una cada 15 dias). Se realizaron los cuidados postoperatorios.

7.5 Técnicas y procesos de evaluacion

a) Lesion de médula espinal.

Para realizar la hemilaminectomia, se aplicO un protocolo anestésico basado en
Ketamina 50 mg/ kg y Xilacina 10 mg/kg mediante una inyeccion intramuscular, se
rasur6 ampliamente el area dorsal. Se coloc6 en decubito esternal, y realizamos una

correcta higienizacion de la piel, cumpliendo con protocolos quirdrgicos adecuados.

Posteriormente se incidio la piel sobre la linea de procesos espinosos, aproximadamente
de 2 cm craneal y caudal a la determinacion externa del sitio de abordaje ubicada en la
veértebra toracica No. 9, visualizando la fascia muscular, a continuacion, se incidio esta
lateralmente a los procesos espinosos sin comprometer el masculo, una vez visualizadas
las inserciones musculares son cortadas lo mas cercano al proceso espinoso.
Posteriormente se reflejo la musculatura hacia lateral, permitiendo visualizar los
procesos articulares, donde se incidieron las inserciones musculares lo méas cercano a la

capsula articular.
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Una vez despejados los procesos articulares, se confirmé la ubicacion exacta del espacio
vertebral a abordar.

Para esto, primero se eliminé el proceso articular con una gubia Rongeur y
posteriormente se desgasto el arco vertebral con ayuda de unos alicates quirdrgicos, se
introdujo cuidadosamente en el espacio intervertebral para cortar la cortical interna
hacia craneal y caudal para ingresar al canal vertebral.

La hemiseccion se realiz6 mediante un corte lateralizado, para lo cual se incidieron las
meninges para poder exponer la ME y realizar la hemiseccién con la ayuda de micro
tijeras, se verifica que el corte estuviera correctamente ubicado y que no queden fibras
nerviosas sin cortar, el corte se comprobd con un gancho especial para ME (Spinal Cord
Hook, Fine Science Tools, Foster City CA, USA).

Posteriormente se procedié a suturar la fascia muscular con sutura absorbible de acido
poliglicolico #4-0, y patron continuo, anclandose a la fascia para evitar espacios
muertos y posteriormente la piel con sutura no absorbible de Nylon #4-0, pudiendo
utilizar un patrén simple discontinuo.

Por ultimo, se realizaron los cuidados postquirurgicos, procurando la hidratacion de los

individuos, y observando su correcta recuperacion.

b) Evaluacion clinica. Prueba de habilidad locomotora a campo abierto Basso,

Beattie and Bresnahan (BBB).

Después de la lesidn y el tratamiento respectivo la evaluacion se realizé cada 7 dias por
un periodo de 8 semanas, usando la prueba de habilidad locomotora a campo abierto
“BBB” con escala de 0 a 21, en donde la recuperacion, p. ej. se califica como 0
(pardlisis completa) a 21 (movilidad completa) (ver Anexo 1). Se colocé a las ratas de
manera individual por un periodo de 4 min en un campo abierto de 1.5 x 1.5 mts. y se
califico la capacidad de recuperacion de movimiento de la cadera, rodilla y tobillo por
observadores calificados a doble ciego (51). Se reporto graficamente la recuperacion de
la funcién locomotora en puntaje de 0-21 de acuerdo con la escala de “BBB” vs tiempo

de observacion.
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c) Disefio de iniciadores.

Se seleccionaron cinco genes expresados diferencialmente, relacionados con la
plasticidad, la neurodegeneracién, formacion de CG y un gen constitutivo, para validar
su cambio de expresion mediante PCR tiempo real, teniendo en cuenta su

diferencia en la expresion dependiendo del tratamiento administrado.

Para el andlisis de expresion de los genes: GFAP, GAP 43, NT3, Iba-1, VIM y B-Actina
(gen constitutivo), se disefiaron secuencias de iniciadores a partir de la secuencia del
cDNA reportados en el Genebank [NCBI (National Center for Biothechnology
Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)]. El disefio de los iniciadores para qPCR
se realiz6 mediante los programas libre OligoPerfect (ThermoFisher Scientific) y
software Oligo Primer Analysis SoftwareVV4.0 (Molecular Biology Insights), los
iniciadores  obtenidos fueron validados en el Primer-BLAST del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Los criterios del disefio fueron tamafio de 20-21 nucleédtidos, temperatura de alineacion
(Tm) de 60 a 61°C, con un equilibrio de bases AT y GC, con secuencias que no fueron
complementarias entre si y que no forman estructuras secundarias (Tabla 4. ver seccion

de resultados). EI amplicdn fue de un fragmento de 80-250 pb.

d) Determinacién de expresion génica por PCR Tiempo Real.

Posterior al tiempo de observacién de la determinacion de recuperacién motora, de las
seis ratas de cada grupo, se obtuvo RNA total (RNAt) a partir de 1 cm (0.5 cm rostral,
0.5 cm caudal del sitio de lesidn) de tejido medular (obtenido por laminectomia) en 1.0
ml de Trizol (Invitrogen, life Technologies). En breve; el tejido se homogenizo por 10s
[PRO-200, Bio-Gen Series (Pro Scientific Inc., USA)], se agreg6 220 ul de cloroformo
(Sigma-Aldrich, Inc. USA), homogenizé y centrifugé a 10000rpm/15min/4°C, se
obtuvo el sobrenadante, y se agregd 500 pl de isopropanol (Sigma-Aldrich, Inc. USA),
y mantuvo a -20°C/60min, se centrifugd a 10000 rpm/15min/4°C, se elimino el
isopropanol y se adicion06 1 ml de etanol al 80% frio, se centrifugd a
6000rpm/5min/4°C, elimind el alcohol y calentdé 3min/45°C y posteriormente a

TA/10min, se adicion6 50 pl de agua inyectable a 45°C, y homogeneizd. Finalmente, se
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determind la concentracion y pureza a 260/280 nm en un espectrofotdmetro [Epoch2®

(BioTek Instruments, Inc., USA)] y la integridad en un gel de agarosa al 1.8%.

Una vez obtenido el RNAt se procedio a sintetizar cDNA por medio del protocolo
[FastGene, Scriptase I (NIPPON genetics., EU)]. Se realizd una mezcla A, a partir de 2
png de RNAt se mezclaron con 1 pl de FastGene, Scriptase Il oligo dT (NIPPON
genetics., EU), se agrego 2 ul de FastGene, Scriptase |1 ANTP (NIPPON genetics., EU),
se adiciono agua destilada estéril para obtener un volumen final de 12,5 pl.

Se realizd una mezcla B, adicionando 4 ul de 5x FastGene, Scriptase Il buffer (NIPPON
genetics., EU), 2 ul 0.1 M FastGene, Scriptase Il DTT (NIPPON genetics., EU) y 0.5 ul
FastGene, Scriptase Il inhibidor RNasa (NIPPON genetics., EU).

Se calentd la mezcla A, a 65°C durante 5 min. y enfrio rapidamente a 4°C, se agrego la
mezcla B, se incubaron a 42°C durante 2 min. y enfrié a 4°C, se adicion0 1 pl de
FastGene Scriptase Il enzima (NIPPON genetics., EU), y se incubo a 42°C durante 50

min. para la desactivacion completa de la enzima se incub6 a 70°C durante 15 min.

e) PCR tiempo real.

La expresion basada en la cuantificacion relativa de los genes se realiz6 por duplicado
en un volumen de 10 ul. Se mezclaron 2.5 ul del cDNA, 0.5 pl de cada iniciador (10
pMol), 2 ul de la mezcla de reaccion [Light Cycler Fast Start (ROCHE, Life Science,
DEU)] y 4.5 ul de agua. El protocolo consta 1 ciclo de Pre-incubacion 10min/95°C, y
40 ciclos de amplificacion que consta de: desnaturalizacion 10s/95°C, alineacion
10s/60°C y amplificacion 7s/72°C; posterior a los 40 ciclos se realiz6 un ciclo de curva
de fusion 10s/95°C con una rampa de 4.4°C/s para llegar a 60s/65°C y 1s/97°C, y un
ciclo de enfriamiento 30s/37°C. Las curvas de amplificacion se analizaron con el
software de Light Cycler 96 (ROCHE, Life Science, DEU). La identificacion de los
productos de PCR se confirmd por el analisis de las curvas de disociacion, se us6 un
control negativo sin templado de cDNA. Las concentraciones relativas se calcularon por
el método Ct (nimero de ciclos en el que se inicia la amplificacion exponencial del
templado), verificando que cada duplicado tenga la misma curva de fusion que garantiza
la especificidad de amplificacion del producto.

Los resultados de Ct obtenidos se normalizaron mediante doble delta y se

estandarizaron mediante la comparacion con el grupo Sham, segun lo reportado por Rao
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et. al, 2013 (52) para posteriormente comparar los grupos con tratamiento vs grupo

control.

AACT = ACT (una muestra objetivo) —ACT (una muestra de referencia)

f) Método estadistico
Analisis descriptivo de los grupos para verificar la distribucién de los datos.

Los datos de las determinaciones de la escala “BBB” fueron analizados utilizando una
prueba de ANOVA de dos vias para datos repetidos (53) y un test de comparacion
multiple Tukey con un valor critico de p=0.05 para considerar estadisticamente

significativo.

El analisis estadistico para RT-PCR se realizé mediante Kruskal-Wallis, con una prueba
post-hoc de comparacion maltiple de Dunnett, determinando una p<0.05 para el limite
de significancia, especificando en cada resultado. Se eligi6 el software GraphPad Prism

para realizar el analisis de los datos
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8. RESULTADOS

8.1 Disefio de iniciadores para analisis de expresion

La secuencia de cada gen fue obtenida del GenBank de la base de datos de NCBI.

Mediante los parametros mencionados en la metodologia, se obtuvieron las secuencias

de los iniciadores (Tabla 4), que fueron probados con tejido control y estandarizados
mediante gradientes de temperatura.

Tabla 4. Identificacion de secuencia de genes en NCBI y generacion de iniciadores

GEN GEN . . . .
BANK Secuencia de primer Secuencia de primer
ID derecho izquierdo
GFAP | NM_017009.2 | AGA AAA CCG CAT CACCATTC | TCC TTA ATG ACC TCG CCA
TC
GAP-43 | NM_017195.3 | CTA AGG AAA GTG CCC GAC AG | GCA GGA GAG ACA GGG TTC
AG
NT-3 | NM_031073.3 | GGG GGA TTG ATG ACA AAC AC | ACA AGG CAC ACA CAC AGG
AA
IBA-1 D82069.1 GCTCCTCCAAGACCCAAACTAA | AGG AAG TGC TTG TTG ATC
CCAT
VIM NM_031140.1 | AAT GCT TCT CTG GCACGTCT | GCT CCT GGA TCT CTT CAT
CG
B-actina | NM_031144.3 AAGGCCAACCGTGAAAAG GTGGTACGA
CCAGAGGCATAC

66



8.2 Determinacion de integridad de RNA

La integridad de RNA se analiz6 mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1.8% colocando un agente intercalante como marcador de fluorescencia y muestras de
interés, pudiendo observar la fraccion 28 S y 18 S del RNA ribosomal. La primera linea
de la figura 13 representa el corrimiento del marcador de peso molecular (MPM), las
otras lineas de corrimiento electroforético son ejemplo de la extraccion del RNA de

algunas de las muestras de médula espinal.

28s

18s

Figura 13. Determinacion, en gel de agarosa al 1.8%, de la integridad de RNA obtenido de ME.
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8.3 Evaluacion de motilidad escala “BBB”

Uno de los objetivos a los que estd encaminada la terapia para LME es la recuperacion
motora, mostrando una mejora en cuanto a la capacidad fisica de apoyo y tiempo de
sustentacion en el plano en los miembros pélvicos, asi como la capacidad de involucrar

movimientos articulares finos (Anexo 1).

Durante el estudio, los animales de los 9 grupos fueron evaluados una vez por semana

durante 8 semanas tomando en cuenta los criterios descritos en el Anexo 1.

El analisis de la recuperacion motriz se realizd6 mediante su observacion durante un
periodo promedio de 4 min. colocando a los animales en campo abierto y realizando
estimulos auditivos y sensoriales para favorecer la locomocion, la evaluacion se realizo
por duplicado a doble ciego, el promedio obteniendo de los resultados por semana se
encuentran representados en la Gréfica 1, donde se observa la distribucion temporal de

la evaluacion motriz de acuerdo con la escala “BBB”
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Gréfica 1. Evaluacion motora a campo abierto.

Analisis semanal promedio de la recuperacion motriz de los grupos tratados y no
tratados con las combinaciones correspondientes. El grupo Sham presenta una
diferencia significativa vs el grupo control. Los datos muestran medias + SEM con
una n=6 en todos los grupos (ANOVA de dos vias con prueba post-hoc de Dunnett).
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Los valores obtenidos de la evaluacion motriz se analizaron mediante ANOVA de dos
vias y una comparacion mdaltiple de Dunnett mostrando una diferencia significativa
entre el grupo Sham (solo laminectomia) y el grupo control (laminectomia +PBS) (p=
<0.0001) (Gréfica 2). Posteriormente se comparé el grupo control vs cada grupo con
tratamiento, en donde se encontrd6 que los grupos Pl, PI+CQB, MA+PI+ CQB,
MA+CQB presentaban una p= <0.0001- 0.0463 vs grupo control corroborando con esto
una diferencia significativa en estos grupos con tratamiento.
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Gréfica 2. Promedio de la evaluacién motora a campo abierto.

Diferencias significativas entre los grupos con diversos tratamientos
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La evaluacion “BBB” se llevo a término a la octava semana, obteniendo asi los valores
representados en la gréafica 3, en la cual se observan los grupos analizados. En cuanto a
los niveles de significancia entre el grupo Sham y control mostraron una diferencia
significativa con una ****p= <0.0001, los grupos en los cuales se observé mayor
recuperacion motriz con respecto al grupo control fueron aquellos donde se utilizo el
tratamiento de combinacién de CQB con Pl y/o MA en los cuales se observé una
***p=0.0004 y ***p=0.0005 respectivamente. De similar forma mostrando diferencia
significativa, pero con una dispersion menor encontramos a los grupos MA, PI,
MA+CQB+PIl, CQB mostrando una **p= 0.0078 **p=0.0128 **p=0.0128 y **p=
0.0166 respectivamente, con respecto al grupo control. EI grupo MA+ Pl no mostro
diferencias significativas con respecto al grupo control. En cuanto a los valores
asignados en la “BBB” se observd una mayor puntuacion basada en esta escala con
respecto al grupo control. Entre MA+CBQ vs PI+CBQ, se observé una diferencia en
cuanto a la tendencia de recuperacion (escala “BBB”) mayor en el grupo MA+CQB,
siendo los promedios por grupo a las ocho semanas; SHAM=21 CONTROL=6.82,
MA=9.5, PI=9.3, PI+CQB= 10.7, MA+PI=7.5, MA+CQB=10.8, MA+CQB+PI=9.3 y
CQB=9.2.
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Gréfica 3. Promedio de la evaluacion motora a campo abierto a las ocho semanas.
Al finalizar la totalidad del tiempo de determinacion de recuperacion motriz mediante
la escala de “BBB” a las ocho semanas, se observa que la terapia de combinacion de
MA+CQB y PI +CQB favorece la recuperacién motriz, **p=0.0005 y ** p=0.0004
comparados con el grupo control. Los datos muestran medias +SEM con una n=6 en

todos los grupos (prueba post-hoc de Dunnett).
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8.4 Evaluacion de expresion génica

Excluyendo al gen constitutivo, usado para la normalizacion de la expresion, se reportan
los resultados de expresion relativa de 5 genes a las 8 semanas post lesion de cada uno
de los grupos. Los resultados de Ct obtenidos se normalizaron mediante doble delta y se
estandarizaron mediante la comparacion con el grupo Sham, El analisis estadistico se
realizd mediante Kruskal-Wallis, con una prueba post-hoc de comparacion multiple de
Dunnett. Asi, se reportan los grupos con diferencia significativa entre los tratamientos

respecto al grupo control a menos que se mencione otro grupo.
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La gréafica 4 muestra la expresion génica de GFAP, mediante el analisis de AACt en el

cual se puedo observar la disminucion de la expresion del gen GFAP en los grupos Pl'y

CQB con respecto a sus homélogos combinados con MA mostrando entre estos una

**p=0.0091 y **p= 0.0080 respectivamente.
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Gréfica 4. Expresion relativa del gen GFAP en muestras de ME de ratas con LME a las
8 semanas. Prueba estadistica Kruskal-Wallis y comparacion maltiple entre grupos.
*p<0.05. Se muestra promedio +/- desviacion estandar en cada grupo de estudio, n= 6.
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En la grafica 5 se expresan los valores de AACt obtenidos mediante la cuantificacion de
gPCR del gen GAP-43, mediante la cual se pudo determinar que la expresion génica se
mantiene en valores similares, no obstante, en el grupo PI+CQB se presenta una
diferencia significativa (p=0.0226), mostrando que la combinacion de tratamientos

favorece la expresion génica de GAP-43.
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Gréafica 5. Expresion relativa del gen GAP-43 en muestras de ME de ratas con LME a
las 8 semanas. Prueba estadistica Kruskal-Wallis y comparacion multiple de con el
grupo control. *p<0.05. Se muestra promedio +/- desviacién estandar en cada grupo de
estudio, n=6.
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En la grafica 6 observamos la evaluacion AA Ct del gen NT-3 mediante la cual se pudo
determinar que en los grupos MA, MA+PI, MA+PI+CQB, CQB, la expresion se ve
disminuida en comparacion con el grupo control, considerando los grupos PI+CQB y

MA+CQB los grupos con expresion relativa dentro de los rangos del grupo control
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Grafica 6. Expresion relativa del gen NT-3 en muestras de ME de ratas con LME a las
8 semanas. Prueba estadistica Kruskal-Wallis y comparacién mdltiple de con el grupo
control. *p<0.05. Se muestra promedio +/- desviacion estandar en cada grupo de
estudio, n= 6.
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Observando la grafica 7 representa la evaluacion de la expresion génica de lIba-1
mediante la determinacion de AACt, se pudo observar una diferencia significativa en el

grupo MA+PI con una y **p=0.093 mostrando con esto una expresion aumentada del

gen lba-1.
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Grafica 7. Expresion relativa del gen Iba-1en muestras de ME de ratas con LME a las 8
semanas. Prueba estadistica Kruskal-Wallis y comparacion multiple de con el grupo
control. *p<0.05. Se muestra promedio +/- desviacion estandar en cada grupo de
estudio, n= 6.
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En la determinacion de expresion génica de VIM representada en la grafica 8, se
observo diferencia significativa en todos los grupos con respecto al grupo control siento
la p=< 0.0001. Los grupos tratados individualmente (Pl y CQB) mostrando una
sobreexpresion de dicho gen y grupos mixtos y MA una expresion disminuida del

mismo.
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Gréafica 8. Expresion relativa del gen VIM en muestras de ME de ratas con LME a las
8 semanas. Prueba estadistica Kruskal-Wallis y comparacion mdaltiple de con el grupo
control. *p<0.05. Se muestra promedio +/- desviacién estandar en cada grupo de
estudio, n= 6.
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9. DISCUSION

La LME se considera un problema frecuente en medicina humana y recientemente
tomado en cuenta en la medicina veterinaria; debido a que las causas de lesion son
multiples y complejas, los tratamientos actualmente utilizados implican terapias

invasivas de pronostico no siempre favorable.

La documentacion de este tipo de padecimientos es poco frecuente, sin embargo, en los
ultimos afios se ha buscado tener un control mas puntual en cuanto a la casuistica. Lo
cual facilita y brinda informacion importante para prever y anticipar los procesos que se

enfrentan.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la administracion
terapéutica de péptido inmunomodulador y/o compuesto quimico y bioldgico, en la
recuperacion motora, mediante la escala “BBB” desarrollada por Basso y cols, 1995 con
el proposito de establecer una escala de calificacion locomotora eficiente, ampliada e
inequivoca para estandarizar las medidas de resultado locomotor posterior a LME.
Dicha escala sigue estando vigente actualmente, no obstante, sigue siendo una escala de

recuperacion cualitativa y subjetiva.

Algunos modelos de evaluacion de recuperacién locomotora han reportado el uso de la
escala en conjunto con electromiografia y/o evaluacion de presion de superficie podal
tanto en modelos murinos y especies mayores principalmente gatos (23,54,55). En los
ultimos afos la evaluacion mediante los sistemas de analisis de movimiento cinematico
tridimensional, estdn en constante uso ya que brindan una evaluacion automatizada,
cuantitativa y mas precisa del movimiento del miembro en cuestion. No obstante, su uso
no ha abarcado un amplio campo debido a sus limitaciones con respecto a la

capacitacion técnica y necesidad de equipos de imagen sofisticados (56).

Tomando en cuenta lo anterior y considerando las actualizaciones en cuestion de la
evaluacion de recuperacion locomotora, se considera importante implementar métodos
cuantitativos para futuras investigaciones, sin embargo, la determinacion de la
recuperacion motora, mediante la escala de “BBB”, ha sido implementada de manera

exitosa y aplicada por varios grupos de manera eficaz.

Durante la evaluacion de la recuperacion locomotora de los grupos establecidos, se
demostré una recuperacion gradual de todos los grupos respecto al grupo control,

mediante el analisis estadistico se pudo observar que el grupo MA+CQB (***p=0.0005)
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destaco en cuanto a la recuperacion seguido del grupo Pl +CQB (***p=0.0004)
(aunque sin diferencia significativa entre ellos) ambos grupos son de interés para la
continuidad de su uso no solo en LME sino en otros modelos con patologias

neurodegenerativas.

El uso de MA ha reportado anteriormente principalmente en el area de oftalmologia,
dermatologia y procesos de osteoartritis (15,32). Sin embargo a su uso en neurologia ha
sido escasamente reportado y estudiado, ya que los Unicos usos en esta area estan
relacionados con nervios periféricos, con un eéxito limitado y atribuible a los
biopolimeros tubulares utilizados en conjunto colocando la MA periféricamente a los
nervios posterior a su anastomosis (54). En comparacion, durante el presente estudio, el
uso de la MA se realiz6 colocando directamente en la incision de la ME con lo cual se
esperaba formara una trama de red celular para favorecer la reconexion axonal. No
obstante, en algunos grupos se estima pudo actuar como barrera fisica inicial e impedir
la reconexion axonal sin necesariamente implicar formacion de CG, por lo que se ha
planteado utilizar la MA de manera superficial en la lesion para evitar el posible efecto

de “barrera” ocasionada por la misma.

Otro de los objetivos fue analizar la expresion de genes con los diferentes tratamientos
propuestos, con los genes seleccionados se buscé identificar factores de neuro
modulacion y formacién de CG en modelos cronicos de recuperacion de LME. La
expresion de la mayoria de estos genes se ve afectada en la fase cronica y es modulada
por los efectos inmunoldgicos de la fase de la lesion aguda.

El primer gen evaluado fue GFAP relacionado con la astrogliosis reactiva tras la LME,
los astrocitos aumentan la expresion de filamentos intermedios, GFAP, nestina y VIM.
Los astrocitos reactivos proliferan, se hipertrofian, y se movilizan hacia el lugar de la
lesion, forman una estructura en forma de malla de procesos filamentosos
entremezclados alrededor del epicentro de la lesion. Se ha demostrado que la CG
astrocitica sirve de barrera protectora que impide la propagacion de las células
inmunitarias infiltradas en los segmentos adyacentes. La astrogliosis reactiva también es
esencial para la reconstruccion, sin embargo, la CG se ha reportado relaciéon con el
bloqueo de la astrogliosis reactiva, proceso que conduce a una infiltracion de leucocitos
exacerbada, muerte celular, dafio de la mielina y reduccion de la recuperacion funcional.
A pesar del papel protector de la CG formada por GFAP en la LME aguda, su evolucion
y persistencia en las fases subaguda y crénica de la lesion se ha considerado un potente
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inhibidor de la reparacion y regeneracion de la médula espinal (25). De manera
simultanea en los grupos tratados con Pl que es un pentapéptido que inhibe la
migracion de monocitos sin afectar la locomocion de otros tipos celulares como
neutrofilos  polimorfonucleares o  eosinofilos se establece una regulacion de
locomocion de ciertas estripes celulares que regulan el proceso inflamatorio
(26,27,34,35)

Los resultados observados en la expresion génica sugieren que la presencia de MA en
los tratamientos propuestos aumenta la expresion de GFAP, aunque la sobre expresion
génica de GFAP en grupos con MA no comprueba la transduccién proteica, se puede
suponer que histologicamente se observara formacion de CG en los grupos
mencionados; de manera contrastada se observa que los tratamientos individualmente

disminuyen la expresién del gen GFAP en comparacion con el grupo control.

Contrastando estos resultados con otros analisis de expresion génica y concentraciones
séricas, es importante destacar que los enfoques estandares de las terapias en modelos
de LME estan dirigidos a los procesos descritos en las fases agudas (24, 48 y 72 hrs.)
donde se estima que los valores antes mencionados regresan a una concentracion basal

72 horas posterior a la LME.

En diversos estudios reportados por Leinster y cols, (39) se sugiere la medicion de
concentraciones serolégicas y en LCR de GFAP como predictores de la severidad de
LME, en etapas tardias de lesién aguda; por lo cual podria ser utilizado en futuras
investigaciones como predictor de severidad y herramienta de prognosis, asi como

evaluar las concentraciones séricas de GFAP en modelos de LME cronicos.

A pesar de la perspectiva historica de que la CG es una barrera mecanica para la
regeneracion, las moléculas inhibidoras en la cicatriz en formacién y los métodos para
superarlas han sugerido estrategias de modificacion molecular para permitir el
crecimiento neuronal y la regeneracion funcional (55). Para lo cual es necesario
implementar métodos de observacion directa de la formacién de CG, métodos
comunmente utilizados es la inmunohistoquimica (IHC) utilizando anticuerpo anti
GFAP para determinar la presencia de esta proteina en los astrocitos de la zona de
lesion permitiendo observar formacion de cicatriz glial. Existen métodos novedosos
utilizados recientemente para la evaluacion tisular que no implican la seccion del tejido

y favorece la observacion tridimensional del tejido, la técnica lleva el nombre de Clarity
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es una tecnica de obtencidon de iméagenes de tejidos que utiliza tejidos embebidos en
hidrogeles para eliminar los lipidos manteniendo intactas las proteinas y la estructura
fina del tejido (57). Clarity se ha utilizado ampliamente en el campo de la
reconstruccion tridimensional de tejidos intactos y el andlisis de informacion
biomolecular, lo que mejora la capacidad para obtener informacién bioldgica estructural
y molecular de sistemas intactos (57). La técnica de inmunotincion por Clarity esta
propuesta para la siguiente parte del proyecto, con lo cual se pretende tener imagenes de

utilidad para complementar el presente estudio.

De manera conjunta la proteina VIM tiene la capacidad de formar una red de
filamentos, que contribuye a la formacion de la CG, otras de las funciones descritas son
la regulacion de la adhesion, migracion y traduccion de sefiales, asi mismo se asocia con
la lipoperoxidacion (49). Tomando esto en cuenta y segun lo reportado, se prevé
encontrar que la VIM ubicada en los astrocitos aumenta significativamente en los
tejidos cicatriciales después de la LME incluidos nestina, VIM y GFAP, se conocen

como el principal obstaculo para la regeneracion nerviosa (50).

En el estudio realizado por Pekny M. y cols. 2007 (58), se menciona la VIM como
regulador de la neuro plasticidad, usando ratones deficientes en GFAP y VIM. Se
demostro que los astrocitos reactivos en una etapa temprana después neurotrauma tienen
un efecto neuroprotector, mientras que, en una etapa posterior, parece promover la
formacion de cicatrices, de modo de impedir la neurogénesis y la regeneracion axonal.
Evaluando los resultados obtenidos se puede observar el aumento de la expresion de
gen VIM en los tratamientos individuales, por el contrario, los tratamientos en conjunto

y con MA se expresaron a la baja lo cual podria favorecer la posible interconexion.

Lo observado en los resultados obtenidos del presente analisis con respecto a VIM
discrepa del estudio realizado en el 2014 por Qian B. y cols. (50), en el cual se observo
que la eliminacion de la VIM en los tejidos de la cicatriz mostraba una mejora
significativa de la funcion locomotora en los miembros posteriores, mientras que la
sobreexpresion de la VIM mostrd un efecto opuesto. De manera similar en estudios
previos realizados por Parra y cols, (18), se determind la cantidad de colageno en el
sitio de lesion como resultado de un proceso ocurrido durante un estadio crénico es la
sustitucion del tejido funcional por la CG delimitada por astrocitos protoplasmicos y
proteinas de matriz extracelular (coldgeno principalmente), se observo que en los
tratamientos donde se aplico el PI existe una menor area de colagena en los tejidos, asi
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mismo demostraron que el Pl en conjunto con CQB modulan la expresion de genes
pro/anti apoptaticos, “suponiendo” con esto una posible disminucion en la expresion de
VIM.

Dentro de los genes de interés involucrados en la formacion de CG se encuentra Iba-1
actla cooperativamente con la pequefia proteina G Reactiva, molécula clave en la
activacion de la microglia, cuyo rol es dirigir la reorganizacion del citoesqueleto
de actina. Esta remodelacion es importante para los eventos celulares
desencadenados luego de la activacion, entre los cuales se encuentran la
proliferacion, migracion, fagocitosis y produccién de agentes bioactivos (45), sin
embargo, pocos estudios han evaluado su expresion génica ya que se encuentra mas
relacionado con su uso en IHC. En el presente estudio se pudo observar una expresion
aumentada del gen Iba-1en el grupo MA+PI. En uno de los estudios donde se evalud la
expresion génica de Iba-1 realizado por Sandhir R y cols, (59) muestran una expresion
elevada de los marcadores de activacion microglial, CD11b e Iba-1, en el hipocampo a
nivel transcripcional e Iba-1 a nivel traduccional después de LME por contusion. La
activacion méaxima se observé después de 3 dias de lesion tanto en ratones adultos como
envejecidos. Lo cual también tiene que ser considerado en los modelos de LME cronica,
cuya determinacién de expresién en otro modelo fue a los dos meses post
lesion/tratamiento. Anteriormente fue reportado que Iba-1 coopera con la L-fimbrina en
la modulacién de la reorganizacién de la actina para facilitar la migracién celular y la
fagocitosis por parte de la microglia (47), sin embargo también se sabe que ademas de
proporcionar apoyo trofico y metabdlico a las neuronas dafiadas, desactivando especies
toxicas y eliminando restos celulares, existe una creciente evidencia de que la respuesta
también puede ser perjudicial para las neuronas, ya que la microglia y los astrocitos
activados pueden producir una variedad de moléculas potencialmente neurotéxicas que
estan implicadas en la neurodegeneraciéon (59), por lo cual se considera un factor
importante la regulacion de los procesos relacionados con la astrogliosis como lo
menciona en su estudio Parra y cols, (18) tanto los grupos tratados con CQB vy PI
regulan positivamente los procesos de regeneracion favoreciendo la recuperacion

motriz, en modelos crénicos.

La evaluacion de dos genes que codifican la expresion de proteinas relacionadas con la
neuro modulacion han sido ampliamente reportados, el primero de ellos es GAP-43 el

cual ha sido detectado en diferentes tipos de lesiones de nervios periféricos y SNC,
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donde su expresion aumenta notablemente durante el proceso de recuperacion
(11,43,44,60) debido a que regula la dindmica de la actina y el ciclo de vesiculas
presinapticas en las terminales de los axones, lo que facilita el crecimiento, la
regeneracion y la plasticidad de los axones (41) los grupos evaluados durante el estudio
mostraron una expresion mayor al grupo control cuando se utilizo el tratamiento
PI+CQB lo cual podria estar relacionado estrechamente con los estimulos constantes y
formacion crénica de CG , lo cual provoca que las neuronas y la glia comienzan con la
liberacion de citocinas y factores neurotréficos, que pueden activar proteinas asociadas
al crecimiento como GAP-43 y BASP1 (gen y proteina que también es de interés
estudiar a futuro) para promover la neuroproteccion y la regeneracién de manera
cronica. Por otro lado, observaciones experimentales sugieren que las células madre
derivadas de la MA actian benéficamente por sus efectos inmunomoduladores e
inmunorreguladores (37), sin embargo, los resultados de expresion génica no arrojaron

informacion respecto al aumento de expresion en los grupos tratados con MA

Los resultados de la expresion genica NT-3 muestran que los grupos MA, MA+PI,
MA+PI+CQB, CQB se ven desfavorecidos, de manera contrastada los grupos PI,
PI+CQB, MA+CQB se mantiene similares con respecto al grupo control. Otros
estudios han demostrado que el BDNF, NT-3 y NT-4/5 pueden proteger de la muerte
neuronal inducida por estrés oxidativo. Sin embrago un estudio de células madre
hematopoyéticas realizado por Xiong L y cols, (61) en modelos cronicos de LME en el
cual veinticuatro semanas después de LME, la determinacion de expresion por qRT-
PCR mostr6 que la expresion de ARNm de NT-3 y MEK-1 disminuy6
significativamente, por tal motivo se plantea que el decremento de los niveles de NT-3
esta relacionado con la temporalidad ya que después de 72 hrs se observo su expresion
niveles basales. Para lo cual en los modelos evaluados después de 8 semanas podia no
estar presente y seria interesante verificar la expresion de NT-3 y otros genes y
proteinas neuro protectoras a diferentes tiempos, cuya expresion, sin duda, estaria
aumentada en algn momento critico de la lesion, considero de importancia llevar a
cabo la medicion de expresion tanto génica como traduccion proteica de NT-4 y 5 para
conocer la participacion de ellos en este modelo; asi como realizar la medicion en

modelos agudos de LME.

Segun los resultados observados y segun las perspectivas futuras acerca del estudio del

uso de estas terapias considero necesario explorar mas sobre la diferenciacion de
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activacion de astrocitos reactivos y el efecto que tienen los tratamientos sobre sus
diferenciacion astrocitica, asi mismo implementar mediciones séricas de los factores de
expresion de las proteinas evaluadas, para obtener datos del comportamiento y niveles
de expresion durante las ocho semanas de evaluacion, de manera complementaria se
sugiere la evaluacion de otros genes involucrados tanto en el proceso pro inflamatorios,
regeneracion axonal y formacion de CG ( IL-6, IL-12, COX-2, IFN-y, TNF-a, CXCR1,
IL-1B, IL-10, IL-4, TGF-B3, SOD-1, SOD-2, iNOS, MPO, BASP1, BDNF)

El uso de técnicas histologicas como lo es Clarity junto con la inmuno tincién de las
proteinas de interés permite confirmar la transduccion proteica, asi como la
conformacién de la CG (en caso de encontrarse) supone una correlacion directa con los
resultados presentados actualmente. Se sugiere el uso de MA colocado de manera

superficial en la lesion.

Dentro de los tratamientos propuestos en el presente estudios y relacionando los
resultados obtenidos en observaciones pasadas (18,27,34,35) planteo como una buena
opcion terapéutica el uso de Pl +CQB en procesos transquirurgicos, descompresivos 0
reconstructivos, considerar su uso en terapias minimamente invasivas y, estudiar la via
de administracion i.v o i.p Unicamente para los procesos que no requieran intervencion

quirdrgica.
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10. CONCLUSIONES

La combinacion terapéutica del PI+CQB modula la expresion de los genes involucrados

en la neuro modelacion y formacion de CG y favorece la recuperacion motriz.
La expresion génica puede estar influenciada por la temporalidad del modelo cronico.

La MA puede actuar como barrera fisica para la reconexion axonal, y regular la

expresion génica.

11. PERSPECTIVAS

» La segunda fase del presente estudio consta de evaluar histolégicamente la
transduccion de las proteinas mediante la técnica Clarity (57).

= En la misma linea de investigacion se busca establecer un protocolo para el uso
de MA de manera superficial en la zona seccionada.

» Relacionar el efecto de los tratamientos con respecto a la diferenciacion
astrocitica.

= Evaluar la administracién del tratamiento Gnicamente por via i.v o i.p.

= Determinar la expresion de los genes analizados a diferentes tiempos durante la

fase aguada-cronica.
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13. ANEXOS

I. Articulaciones analizadas durante la evaluacion motora a campo abierto.

s i

Movimientos evaluados:
1. Apoyo plantar
2. Coordinacion

3. Flexion

4

Extension
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1. Escala de calificacién locomotora propuesta por Basso, Beattie y Bresnahan (48).

Puntuacion Atributos

0 No hay movimiento observable de las extremidades posteriores.

L Ligero movimiento de una o dos articulaciones, generalmente de cadera y/o
rodilla.

) Movimiento extensivo de una articulacion o movimiento extensivo de una
articulacion y ligero movimiento de la otra.

3 Extenso movimiento de dos articulaciones.

4 Ligero movimiento de las tres articulaciones de las extremidades posteriores.

. Ligero movimiento de dos articulaciones y amplio movimiento de la tercera
articulacion.

6 Extenso movimiento de dos articulaciones y ligero movimiento de la tercera
articulacion.

7 Extenso movimiento de las tres articulaciones en las extremidades posteriores.

8 Barrido sin soporte de peso o soporte plantar de la pata sin soporte de peso.
Soporte plantar de la pata con soporte de peso solo en la etapa de apoyo (es

9 decir, cuando esté estatico) u ocasional, frecuente o inconsistente paso dorsal
con soporte de peso y sin paso plantar.

10 Paso plantar con carga de peso ocasional y sin coordinacion entre las
extremidades anteriores y posteriores.

" Paso plantar con carga de peso frecuente a constante y coordinacién ocasional
de las extremidades anteriores y posteriores.

1 Paso plantar con carga de peso frecuente a constante y coordinacién ocasional
de las extremidades anteriores y posteriores.

13 Paso plantar con carga de peso frecuente a constante y coordinacién frecuente
de las extremidades anteriores y posteriores.
Paso plantar con soporte de peso consistente, coordinacion consistente de la
extremidad delantera y posicion predominantemente rotada de la pata (interna o

1 externamente) durante la locomocion tanto en el instante de contacto inicial con

la superficie como antes de mover los dedos de los pies al final de la etapa de
soporte 0 paso plantar frecuente, coordinacion constante de la extremidad
delantera y paso dorsal ocasional.
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Continuacién de Anexo Il. Escala de calificacion locomotora propuesta por Basso,
Beattie y Bresnahan.

15

Paso plantar consistente, coordinacion constante de la extremidad delantera y sin
movimiento de los dedos de las patas 0 movimiento ocasional durante el
movimiento hacia adelante de la extremidad; posicion predominante de la pata es
paralela al cuerpo en el momento del contacto inicial.

16

El paso plantar consistente y la coordinacion de la extremidad trasera durante la
marcha y el movimiento de los dedos de las patas ocurre con frecuencia durante
el movimiento hacia adelante de la extremidad; la posicion predominante de la
pata es paralela al cuerpo en el momento del contacto inicial y curvada en el
instante del movimiento.

17

El paso plantar consistente y la coordinacion de la extremidad trasera durante la
marcha y el movimiento de los dedos de las patas ocurre con frecuencia durante
el movimiento hacia adelante de la extremidad; la posicion predominante de la
pata es paralela al cuerpo en el momento del contacto inicial y en el instante de
movimiento de los dedos.

18

El paso plantar consistente y la coordinacion de la extremidad trasera durante la
marcha y el movimiento de los dedos de las patas se produce constantemente
durante el movimiento hacia adelante de la extremidad; la posicion predominante
de la pata es paralela al cuerpo en el momento del contacto inicial y curvada
durante el movimiento de los dedos.

19

El paso plantar consistente y la coordinacion de la extremidad trasera durante la
marcha y el movimiento de los dedos de las patas se produce constantemente
durante el movimiento hacia adelante de la extremidad; la posicion predominante
de la pata es paralela al cuerpo en el instante de contacto y en el momento del
movimiento de los dedos de las patas, y el animal presenta una cola hacia abajo
parte o todo el tiempo.

20

El paso plantar consistente y la coordinacion de la extremidad trasera durante la
marcha y el movimiento de los dedos de las patas se produce constantemente
durante el movimiento hacia adelante de la extremidad; la posicion predominante
de la pata es paralela al cuerpo en el instante de contacto y en el momento del
movimiento de los dedos de las patas, y el animal presenta una elevacion
constante de la cola y la inestabilidad del tronco.

21

Paso plantar consistente y marcha coordinada, movimiento consistente de los
dedos de las patas; la posicion de la pata es predominantemente paralela al cuerpo
durante toda la etapa de soporte; estabilidad constante del tronco; elevacion
constante de la cola
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Notas.

Ligero: Movimiento parcial de la articulacion, por debajo de la mitad del rango de
movimiento de la articulacion.

Extensa: Movimiento parcial de la articulacion por encima de la mitad del rango de
movimiento de la articulacion.

Movimiento de pedaleo: Movimiento ritmico de la extremidad posterior en la que se
extienden sus tres articulaciones, luego completamente flexionadas y una vez mas
extendidas. El animal generalmente se inclina hacia los lados, la superficie plantar de la
pata puede o no tocar el suelo, ningn soporte de peso corporal es evidente sobre toda la
superficie de la pata trasera.

Sin soporte de peso: Contraccidn de los musculos extensores de la extremidad posterior
durante el paso plantar de la pata o sin elevacion del muslo.

Con soporte de peso: Contraccion de los misculos extensores de la extremidad posterior
durante el paso plantar de la pata o la elevacion del muslo.

Paso plantar: La pata estd en contacto plantar con el soporte de peso, seguido por el
movimiento hacia adelante de la extremidad hasta que se restablezca el contacto plantar
con el soporte de peso.

Paso dorsal: El peso es soportado por la superficie dorsal de la pata en un punto del
ciclo de paso.

Coordinacion de las extremidades delanteras y posteriores: Por cada paso de la
extremidad delantera se da un paso con la extremidad posterior y las extremidades
posteriores alterna.

Ocasional: Menos o igual de la mitad de las veces, < 50%. Frecuente: Mas de la mitad,
pero no siempre, 51- 94%.

Consistente: Casi siempre o siempre, 95 — 100%.

Inestabilidad del tronco: Lateralizacion del peso que causa oscilacion de un lado a otro o
colapso parcial del tronco.
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