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1. RESUMEN

La recuperacion de la funcion locomotora es uno de los objetivos principales en los
tratamientos de lesion traumatica de médula espinal (LTME). En la literatura se han
reportado diversos tratamientos para promover la mejoria en la recuperacién funcio-
nal, pero pocos muestran resultados consistentes y ninguno ha mostrado restablecer
las funciones perdidas en su totalidad, sobre todo en la LTME por secciéon completa,
donde las sefiales de las estructuras cerebrales han sido completamente interrumpi-
das y donde el dafo y area de la lesion se han exacerbado, creando un ambiente
no permisivo para la regeneracién. Entre las estrategias utilizadas se ha reportado el
uso de tratamientos Unicos y combinados con nervio periférico, células estromales de
médula dsea (CEMO), y la enzima condroitinasa ABC (ChABC), donde el uso de los
tratamientos combinados ha mostrado promover la recuperacién funcional en mayor
grado que en los tratamientos unicos, No obstante, estas 3 estrategias no han sido
empleadas en combinacién después de una LTME en fase cronica. La evaluacién de la
recuperacién funcional es un paso importante para determinar la eficacia terapéuti-
ca de los diversos protocolos regenerativos. Entre los métodos de evaluaciéon motora
mas usados encontramos la evaluacion conductual en campo abierto Basso, Beattie,
Bresnahan (BBB), desarrollada para modelos de lesion por contusion, la cual tiene
su version para modelos de secciéon completa, la escala BBB modificada (BBBm). Al
mismo tiempo, existen diversos métodos como el andlisis cinematico, la prueba del
plano inclinado y pruebas electrofisioldgicas, entre muchos otros.

El objetivo de este proyecto es evaluar la recuperacion de la funcién locomotora en
un modelo de LTME por seccion completa en fase crénica, después de tratamientos
unicos con CEMO o nervio periférico predegenerado (NPP), y de los tratamientos
combinados con CEMO y NPP (tratamiento doble), o con la adiciéon de la enzima
ChABC al uso de CEMO y NPP (tratamiento triple). Se utilizaron 126 ratas hembras
Fisher 344 con seccién completa a nivel toracico 9 (T9); estos animales se dividieron
en 5 grupos (Control= 14 animales con LTME; Grupo 1= 14 animales con NPP;
Grupo 2= 14 animales con CEMO; Grupo 3= 14 animales con NPP+CEMO; Grupo
4=14 animales con NPP+CEMO+ ChABC). Todos los animales fueron evaluados con
la prueba funcional BBB y BBBm una vez por semana durante 3 meses; ademads, se
realizé evaluacion de la cinematica de la marcha para observar la amplitud de los
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movimientos articulares y de toda la extremidad.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones conductuales en campo abierto (BBB
y BBBm) mostraron que todos los grupos tratados presentaron una mejor recupera-
cién funcional en comparacién con el grupo control y que los animales con los trata-
mientos combinados mostraron el mejor desempefio en comparacion de los animales
con tratamientos unicos. A su vez el andlisis de la cinematica de marcha permiti6 ob-
servar que todos los grupos con tratamiento presentaron una mejoria significativa en
la amplitud de los dngulos de las articulaciones involucradas en la marcha, asi como
una mejoria en la amplitud del movimiento pendular a comparacién del grupo con-
trol, y que los grupos con tratamientos combinados mostraron una mayor apertura a
diferencia de lo observado en los grupos con tratamientos unicos, asi como la presen-
cia de movimientos amplios y frecuentes en los trazos de la marcha. Se concluyé que
el uso combinado de NPP y CEMO después de 3 meses de tratamiento mostrd el mejor
efecto en el grado de recuperacion funcional del tren posterior en comparacién con
los tratamientos unicos donde también se observé una recuperacién, pero limitada.




2. INTRODUCCION

2.1. Anatomia de la médula espinal

La médula espinal (ME) es la estructura caudal del sistema nervioso central (SNC),
que se encuentra ubicada junto con las meninges (duramadre, aracnoides y piama-
dre) dentro del canal central o canal vertebral (inciso B de la figura 2.1) [1, 2, 3]. Se
encuentra formada por una serie de segmentos cuyas funciones son la distribucién de
vias eferentes desde el encéfalo hacia los érganos efectores del cuerpo, y de las afe-
rencias procedentes de las distintas areas del cuerpo, con direccién al encéfalo (inciso
A de la figura 2.1) [2, 3]. Entre las vias eferentes encontramos los nervios que estan
involucrados en el control de las vias motoras voluntarias, asociadas al movimiento
del tronco y de las extremidades, asi como las fibras responsables de la inervacion del
sistema visceral o autonomo [3, 4]. Entre las vias aferentes o sensoriales encontramos
tractos ascendentes involucrados en el tacto, el dolor, la sensacién de la temperatura
y la posicion espacial de las extremidades, mejor conocida como propiocepcion [3, 4].
La ME comienza a nivel del orificio occipital mayor, o foramen magno, es la continua-
cién del tallo cerebral y se extiende a lo largo de la columna vertebral [1]. En los
humanos la ME consta de un total 31 segmentos medulares, los 8 primeros segmen-
tos son cervicales, le siguen 12 tordcicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo (inciso A
de la figura 2.1) [5]. En la rata, la ME esta compuesta de 34 segmentos medulares:
8 cervicales (C1 - C8), 13 toracicos (T1 - T13), 6 lumbares (L1 - L6), 4 sacros (S1 -
S4), y 3 coccigeos (Col - Co3) [2, 5]. En la ME se presentan dos ensanchamientos,
en la rata el primero es el ensanchamiento cervical, que se ubica entre los segmentos
C5 - T1, mientras que el segundo es el ensanchamiento lumbosacro, que se presenta
entre los segmentos 1.2 — L6 [6]. Cuando las raices anteriores y posteriores se juntan
forman lo que se le denomina nervio espinal, existe un par de nervios espinales por
cada segmento, ambos tanto con un caracter motor, asi como sensitivo, cuya distribu-
cién periférica son los diversos niveles de segmentacion como el cuello, el tronco y las
extremidades. A la regionalizacién correspondiente a cada segmento se le denomina
dermatoma y miotoma (inciso C de la figura 2.1) [2, 3, 5].

La ME se caracteriza por tener la sustancia blanca en la parte externa y la sustan-
cia gris en la parte interna (inciso C de la figura 2.1) [3]. En la sustancia blanca se
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Duramadre

Figura 2.1: Esquema representativo de la organizacion lateral y transversal de la médula espinal (ME).
En el inciso A) se representa el acomodo de los segmentos medulares con sus respectivas vertebras, se
aprecian todos los segmentos cervicales (C1-C8, T1-T12, L1-L5, S1-S5 y un tltimo elemento coccigeo
Ccl), también se puede observar la estructura denominada cola de caballo, que comienza en el seg-
mento lumbar 1 y donde solo recorreran los nervios espinales el canal central de la columna vertebral.
En el inciso B) se observa la ubicacion de la ME dentro del canal central de la vértebra, asi como
su recubrimiento por las meninges. El inciso C) muestra la estructura transversal de la ME con sus
estructuras anatomicas representativa. Modificado de Jacobson y Garcia-Porrero [5, 6].

ubican tractos y haces axonicos tanto ascendentes como descendentes, se encuentra
divida en cordones: un cordon posterior ubicado entre las astas posteriores o dor-
sales, formado por axones ascendentes muy mielinizados; un cordén lateral que se
dispone a los lados entre las raices anteriores y posteriores, en el trascurren tractos
ascendentes y descendentes; y por un cordon anterior localizado entre las raices ner-
viosas anteriores, ocupado exclusivamente por tractos descendentes (inciso C de la
figura 2.1) [2, 3, 6].

La sustancia gris se ubica alrededor del conducto epéndimario y se encuentra ro-
deada por la sustancia blanca, tiene forma de H y esta formada por una astas dorsales,
ventrales y laterales [1, 3, 6]. En las astas dorsales encontramos a las neuronas recep-
toras, o de cardcter sensitivo, las cuales envian informacion a los nticleos superiores y
cuyos axones pasan a los cordones de la sustancia blanca (figura 2.2) [7]. En las astas
ventrales encontramos los somas de las motoneuronas alfa y gamma, cuyos axones sa-
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Formacion reticular
Talamo
Cerebelo

Otros segmentos medulares '

'y Fy
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glandulas
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Figura 2.2: Esquema de los principales tipos de neuronas de la médula espinal y sus respectivas cone-
xiones: Neuronas radiculares o efectoras (rojo), neuronas receptoras (azul), e interneuronas (amari-
llo). Tomado de Garcia-Porrero [6].

) Mucleo propio
Nicleo manginal del asta posterior

Sustancia
Tracto de gelatinosa

Lissauer

Columna
lumbosacra

Calumna
autonama
intermediolateral

Micleo
retroposterolateral

MNucleo
posteralateral
Nicles Nucleo'central Nicleo posteromedial
anterolateral Nicleo anteromedial

Figura 2.3: Esquema del arreglo de las estructuras de la sustancia gris en un corte transversal de la
médula espinal. Del lado izquierdo se muestra el arreglo de los nucleos y del lado derecho el arreglo de
las laminas de REDEX que tienen lugar dentro de las astas, asi como una representacion tridimensional
de la disposicién de una lamina del asta posterior. Tomado de Garcia-Porrero [6].
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len por las raices anteriores de los nervios espinales para inervar efectores somaticos,
y fibras intrafusales dentro de los husos musculares (figura 2.2) [7, 8].También en-
contramos interneuronas que forman parte esencial en el control y regulacién de los
circuitos, como en los reflejos o los movimientos complejos, tales como la locomocién
(figura 2.2) [7, 8]. La sustancia gris se divide en 10 laminas, propuestas por REDEX,
que se regionalizan dependiendo de la citoarquitectura presente en ellas (figura 2.2)
[1, 2, 3].

2.2. Tractos y vias en la médula espinal

La ubicacion y anatomia de los tractos espinales en la ME se encuentran bien preser-
vadas entre los mamiferos [9]. En las ratas y los humanos, la ME difiere en el tamafio
y la localizacion de los diversos tractos (figura 2.4) [10]. Existen tractos ascendentes

y descendentes cuya localizacion y funcién se presenta en las tablas 2.1 y 2.2.

Tabla 2.1: Tractos Descendente de la ME

Tractos Localizacion Funcion Referencias
Descendentes
Tracto Lateral/ventral Origen en corteza primaria y [11, 7,12]
corticoespinal premotora, desciende por cordones

lateral y ventral Movimientos finos y

gruesos de musculatura distal y

proximal de brazos y piernas.
Tracto Origen en ntcleo rojo y Control motor de extremidades [11,7,12].
rubroespinal  desciende por corddn lateral superiores y movimientos finos
Tracto Origen en fasciculo reticular, Control postural y preparacién de [11, 7, 12]
reticuloespinal desciende por cordén lateraly ~ movimientos; modulacién de
lateral/medial ventral funciones sensoriales y atonémicas
Tracto Origen en ntcleos vestibulares  Involucrados en reflejos de equilibrio [1, 4]
vestibulo- lateral y medial del cerebro
espinal medio, descienden por cordon
lateral/medial lateral y ventral
Tracto Origen en coliculos superiores,  Involucrado en reflejos posturales de [1, 4]
tectoespinal proyecciones contralaterales a cabeza y cuello

segmentos cervicales superiores
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Tabla 2.2: Tractos Ascendentes de la ME

Tractos Localizacion Funcién Referencias
Ascendentes
Tracto Gracilis y Asciende hasta la médula Importantes en la discriminacién de [11,12]
Cuneato oblonga a los nticleos cuneato y  taco, tacto fino, presiéon y

gracilis, a través de la comuna propiocepcion

dorsa
Tracto Asciende por el tracto ventral o Importante en el tacto no [2,11]
espinotaldmico por el tracto dorsal lateral de discriminativo, presion temperatura y
lateray/ventral Lissuauer con direccién al nocicepcion

nucleo ventral posterior del

tdlamo
Tracto espino  Asciende por los tractos Transmite informacion propioceptiva [11, 13]
cerebeloso dorsales, por el fasciculo cutdnea y de los 6rganos tendinosos

cuneato y por fasciculos de Golgi

ventrales
Tracto Asciende hasta el nticleo olivar ~ Transmite informacién propioceptiva [11, 13]
espinoolivar inferior, a travez de la unién del de los musculos y los dentones

funiculo anterior y el lateral
Tacto Asciende por el funiculo Transmite informacion nociceptiva y [2,13]

espinoreticular ventral-lateral, junto a fibras
espinotaldmicas hasta los
nucleos de la formacién

respuesta neurovegetativa

reticular
Rata Humano
Tractos Ascendentes
B Columna dorsal
[ . B Espinotalamico
< » « » .
4.5 man 155 mim B Espinocerebelar

Tractos Descendentes
Corticoespinal

P Rubroespinal

I Reticuloespinal
Vestibuloespinal
Rafe espinal

Figura 2.4: Esquema que representa una seccién transversal de la médula espinal (ME) de una rata y
un humano en la regidn cervical. Se puede observar la diferencias en el tamafio y la localizacién de los
tractos tanto ascendentes como descendentes ubicados en la sustancia blanca de la ME. Modificado de

Kjell [10].
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2.3. Como se genera el movimiento

En el cerebro el movimiento se genera desde la corteza motora (CM), que es una re-
gién circunscrita en el I6bulo frontal, es la responsable del movimiento voluntario, en
el humano se divide en tres regiones: regiéon motora primaria, ubicada en el area 4,
la que contiene neuronas piramidales cuyos axones descienden hacia la ME; la region
premotora y motora suplementaria se ubican en el area 6, son regiones que codifi-
can los patrones motores complejos y seleccionan planes motores apropiados para
ejecutar el movimiento (figura 2.5) [4, 14, 15]. Gran parte de la neocorteza se ve
involucrada en la planeacidn del movimiento se ven involucradas entradas somato-
sensoriales, proprioceptivas y visuales de la corteza parietal posterior para decidirque
acciones son las que se deben tomar [4, 14, 15]. En la CM se encuentran las neu-
ronas motoras superiores cuyos axones descienden y se proyectaran hacia diferentes
zonas, como los ganglios basales (GB), el cerebelo, y el tallo cerebral, otras terminan
directamente sobre las neuronas motoras efectoras [4, 14, 15].
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Figura 2.5: Tlustracién de las dreas 4 y 6 del neocortex, involucradas en la planeacién y ejecucién del
movimiento. El drea 4 también es conocida como corteza motora primaria (M1), donde se encuentran
las neuronas corticomedulares; el area 6 esta conformada por el area premotora (PMA) y el area mo-
tora suplementaria (MA), estas regiones reciben aferencias de otras dreas del neocortex para planear
la ejecucion del movimiento [4]

El cerebelo y los GB son estructuras que regulan la actividad motora a través de
la integracion y seleccidn del movimiento [7]. Los GB estan formados por el ntcleo
caudado, el putamen y el globos palidos, junto con el nticleo subtaldmico y la sustan-
cia negra regulan la activacién de las neuronas superiores a través de un circuito para
la seleccién y potenciacion del movimiento (figura 2.6) [4, 7, 15]. El cerebelo es la
otra estructura involucrada en la regulaciéon del movimiento, recibe proyecciones de
la CM y premotora, de la corteza somato sensorial primaria y secundaria, de regiones
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visuales, y también recibe proyecciones del octavo nervio craneal y de los nucleos
vestibulares, asi como algunas neuronas de la ME con axones propioceptivos. El cere-
belo parece llevar a cabo una funcién de regulacién y monitoreo del comportamiento
motor durante la ejecucion de un movimiento [4, 7].

Corteza motora

Estriado
(putamen y caudado) =

A
GPi

- Excitacién
Talamo —>» Inhibicién

Entradas al
talamo

Figura 2.6: Esquema del arreglo de los circuitos en los ganglios basales (GB). . Existen dos vias, una
directa y una indirecta, ambas regulan la actividad motora voluntaria. La via directa ayuda a potenciar
el movimiento deseado, la activacién cortical de la corteza motora (CM) llega al putamen, que termi-
nara por inhibir a las neuronas del Globus palidus interno (GPi), las que a su vez inhiben el ntcleo
ventral lateral, ubicado en el tdlamo, que pasara a un estado activo y potenciard la actividad de la
corteza motora, esta via funciona como un loop. Esta potenciacién permitird el inicio del movimiento.
La via indirecta pasa de la corteza al putamen, y del puamen al Glubus palitus externo (GPe), que
inhibird neuronas del GPi y de los nticleos subtalamicos, que ambos terminan inhibiendo al nticleo
ventral lateral, lo que a su vez potencia la sefial cortical de la CM. Modificado de Bear [4].

En el tronco del encéfalo (o brainsteam) encontramos los nucleos motores, for-
mados por la formacién reticular, los nucleos vestibulares, coliculo superior, ntucleo
rojo y el locus coeruleus. Estos nticleos reciben eferencias de los ganglios basales y
proyectan directamente sobre la ME formando lo que se conoce como las vias extra-
piramidales, o via indirecta [16]. Por otro lado, encontramos la via piramidal, o via
directa, formada por un tracto de axones procedentes de neuronas motoras primarias
de la corteza, que descienden y decusan en las piramides [16]. Todos los tractos des-
cienden a través de las vias descendentes mencionadas en la seccion anterior, que a
grandes rasgos podemos clasificar en dos sistemas descendentes: vias dorsolaterales
o vias ventromediales [4, 7, 14].

Las vias ventromediales estan involucradas en el control de la postura y la locomo-
cién a través de la regulacion de los musculos axiales y proximales de las extremida-
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Figura 2.7: Esquema de dos de las vias descendentes ventromediales del humano: del lado izquierdo
observamos el tracto vestibuloespinal (a) originado en el nucleo vestibular, un componente de la via
desciende bilateralmente a circuitos espinales cervicales que controlan el cuello y la cabeza, el otro
componente proyecta impsilateralmente hasta los segmentos lumbares donde participa en el correcto
control de la postura; de lado derecho observamos el tracto tectoespinal (b) que se origina en el
Coliculo superior izquierdo del cerebro medio, posteriormente desciende y decusa proyectando hacia
la linea media a regiones cervicales, donde controla musculos del tronco superior. Modificado de Bear

[4].

des; se compone principalmente de tres vias: Los fasciculos vestibuloespinales medial
y lateral originados en el nucleo vestibular, los fasciculos reticuloespinal medial y
lateral, originados en la formacién reticular pontina y rostral medular, y el fasciculo
tectoespinal que se origina en el coliculo superior (figura 2.7 y figura 2.8) [16, 7]. Las
vias dorsolaterales estan involucradas en el control del movimiento voluntario y de
la musculatura distal, entre estas vias encontramos el tracto corticoespinal formado
por los axones descendentes de la corteza, el cual se divide en el tracto corticoespi-
nal ventral y latera, y el tracto rubroespinal originado en el nucleo rojo (figura 2.9)
[4, 7].

Las neuronas motoras inferiores son las que inervan la musculatura esquelética,
se ubican en las astas ventrales, donde se encuentran a las neuronas motoras alfa y
gamma, cuyos somas neuronales conforman a los nucleos motores, estos nucleos a su
vez forman columnas longitudinales que se extienden entre uno y cuatro segmentos
medulares denominados pools neuromotores (inciso A de la figura 2.10) [7]. Estos
nucleos motores siguen una regla proximal-distal, donde los nucleos motores que
inervan los musculos mas proximales estan en una ubicacion mas medial de la ME,
mientras que los musculos mds distales tienen una ubicaciéon mads lateral [8]. Una
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Figura 2.8: Esquema que representa al tracto reticuloespinal medial y lateral, que se originan en la for-
macioén reticular del puente y del tallo espinal respectivamente, la porcién medial envia proyecciones
ipsilateralmente a todos los niveles de la médula, participa en los movimientos de extencién muscular,
mientras que la porcién lateral envia proyecciones bilateralmente a todos los niveles de la médula y
participa en la regulacion de reflejos. Modificado de Bear [4, 11].

motoneurona alfa junto con su musculatura inervada, forman una unidad motora,
la contraccion muscular resulta de la accién individual y colectiva de estas unidades
(inciso C de la figura 2.10) [4]. Las motoneuronas alfa son inervadas tanto por células
de los ganglios de raiz dorsal que traen informacion sensorial del huso muscular;
como por neuronas motoras superiores en la CM, e interneuronas de los denominados
circuitos locales para proveer coordinacion entre los distintos segmentos medulares
(inciso B de la figura 2.10) [4, 7]. Las motoneuronas alfa liberan acetilcolina (ACh)
de las terminales axdnicas produciendo un potencial postsinaptico exitatorio en las
las fibras extrafusales, fibras que producen la contraccién del musculo [4, 7].

2.4. Elciclo de la marcha y los centros generadores de
patrones

La locomocién ha sido descrita como la serie de movimientos alternados y ritmicos
de las extremidades que determinan el desplazamiento del cuerpo por delante del
centro de gravedad [17, 18]. En la locomocién de todos los animales terrestres con
extremidades, cada extremidad se mueve repetidamente a través de un ciclo, el ciclo
de la marcha [19]. Cada extremidad se mueve a través del ciclo una vez por zancada,
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Figura 2.9: Esquema que representa las vias laterales descendientes. Del lado izquierdo observamos
el tracto corticoespinal (a) que se origina en la CM, descienden a la capsula interna y cruzan por el
tadlamo, para posteriormente descender por los pedunculos cerebelosos y continuar por las pirdmi-
des medulares, decursar y formar el tracto corticoespinal lateral. Estos axones terminan en la region
dorso-lateral de las astas ventrales en la sustancia gris, donde se encuentran las neuronas motoras e
interneuronas que controlan la musculatura distal y proximal, particularmente la flexora [4]. Del lado
derecho encontramos el tracto Rubroespinal, que se ubica ventrolateralmente al tracto corticoespinal
lateral y se proyecta hasta segmentos cervicales, con funciones flexoras en los musculos de extremida-
des anteriores (b). Modificado de Bear [4, 11].

definido como el movimiento completo de la extremidad, que comienza con el des-
pegue de la extremidad del suelo y termina con el subsecuente contacto con el suelo
de la misma extremidad (figura 2.11) [17, 18, 19]. En animales cuadrtapedos la loco-
mocién se caracteriza por el apoyo con el suelo de dos o tres extremidades al mismo
tiempo, esto depende de la especie. En las ratas podemos observar la marcha lateral
que consiste en una zancada, donde el orden del contacto de las extremidades con el
suelo es: extremidad posterior izquierda, extremidad anterior izquierda, extremidad
posterior derecha y extremidad anterior derecha [19].

En el movimiento se ven involucrados principalmente tres articulaciones: la cade-
ra, la rodilla y el tobillo. En la fase de balanceo, al inicio del ciclo se presenta una
flexion de las 3 articulaciones (F1), a la mitad del balanceo, la rodilla y el tobillo
empiezan a llevar a cabo una extensién para mover el cuerpo delante de la cadera
mientras la cadera permanece flexionada (E1), la fase de balanceo termina cuando
hace contacto la pata con el suelo, acto seguido ocurre una flexién del tobillo y la
rodilla (E2), asi como una contraccion de alargamiento de los musculos extensores
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Figura 2.10: Esquema donde se representan las estructuras de la médula espinal (ME) involucradas en
la regulacién del movimiento voluntario. En el inciso A) observamos la esquematizacion de secciones
transversales de la ME y la distribucién del pool neuromotor a lo largo de los distintos segmentos
del musculo Gastrocnemio y Soleo. La imagen B) ilustra los distintos tipos de entrada de informacion
sobre las neuronas motoras alfa, El esquema C) muestra los elementos de una unidad motora, y el
esquema D) representa lo que seria un pool neuromotor. Modificado de Bear y Purves [4, 7].

del tobillo y la rodilla debido a la carga del peso (figura 2.12) [15, 18, 20]. Mientras
que la capacidad de flexibilidad y de resorte de los musculos permiten el movimien-
to del cuerpo sobre y por delante de la posicion del otro pie; en este momento las
tres articulaciones sufrirdn una extension para propulsar al cuerpo a moverse hacia

adelante (E3) [15, 21].

I BALANCEQ IZQUIERDO

APOYOD IZQUIERDO I

APOY0O DERECHO ; BALANCEC DERECHO 5
I Q—Pl
" Doble Apoyosencillo  Doble Doble
apayo apoyo apoyo
+ *
Duracidn total del ciclo de la marcha

Figura 2.11: Esquema representativo de las fases de la marcha bipedal, aqui podemos observar el
estado de ambas extremidades en coordinacién durante la deambulacién. Se observan las etapas de
doble apoyo, la siguiente etapa de apoyo de una extremidad (Apoyo sencillo) mientras la otra se
encuentra en balanceo, otra etapa de doble apoyo y la posterior alternancia entre las extremidades
izquierda y derecha. Modificado de Hernandez Stengele [22])
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Figura 2.12: Esquema donde se observa el movimiento de las tres articulaciones (cadera, rodilla y
tobillo) involucradas en la marcha y su seguimiento en el movimiento completo de las fases (Balanceo
y Soporte) y subfases (F, E1, E2 y E3) del ciclo de la marcha. Modificado de Harischandra [23].

Para lograr la locomocion, los musculos deben ser activados de una manera par-
ticular y especifica, con el fin de tener una completa coordinacién en la contraccién
y dilatacion de los musculos flexores y extensores de las extremidades izquierda y
derecha, y la coordinacién y del tren anterior y el tren posterior; por esta razén la
locomocidn presenta patrones de coordinacion y ritmicidad que son regulados en los
niveles bajos del SNC y suelen ser modificadas en el transcurso de la marcha a través
de retroalimentacion sensorial sin intervencion de las estructuras cerebrales (figura
2.13) [8, 19, 24, 25].
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Figura 2.13: Esquema de un posible circuito generador de patrones. En este circuito la marcha se ve
iniciada por sefiales de los comandos superiores, donde un impulso estable excita dos interneuronas
que controlan los musculos flexores y extensores respectivamente. La actividad de las dos interneu-
ronas se alterna gracias a la participacion de otras interneuronas que inhibe a la otra y viceversa.
Modificado de Bear [4].

La coordinaciéon de estos patrones de accion es llevada a cabo por los centros
generadores de patrones (CGPs), estos regulan la coordinacién de cualquier tipo de
movimiento ritmico, como nadar, caminar, masticar, etc. [15, 23]. Los CGPs son redes
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neuronales responsables de generar la sincronizacién y el patron de las sefiales de
la compleja secuencia de actividad ritmica enviada a los musculos involucrados en
la ejecucién de la locomocién. Los CGPs son capaces de crear cualquier tipo de ac-
tividad ritmica en ausencia de retroalimentacién sensorial. La informacién sensorial
usualmente es usada para modificar la actividad sobre la marcha [15, 16, 23].

Esta coordinacidn se da a través de la intervencién de diversos elementos comunes
en los distintos CGPs, como: la existencia de neuronas marcapaso que disparan even-
tos enddgenos ritmicos (bursting) y marcan el paso a interneuronas exitatorias e inhi-
bitorias, para coordinar la activacion e inhibiciéon de los musculos. Otro elemento es
el patrén de interconexiones entre neuronas, donde algunas interneuronas cruzaran
la linea media y permitirdn la coordinacién de los circuitos de un asta ventral con la
otra (figura 13), mientras que, otras interneuronas tendrdn interaccién con otros seg-
mentos o circuitos locales, permitiendo la coordinacion entre ellos [15, 21, 26, 27].

Los CGPs involucrados en la marcha de la rata se encuentran distribuidos en la
zona lumbar de la ME, en el plano longitudinal entre los segmentos L1 al L5. En el
plano transversal su localizacidon no es muy clara pero se cree que se ubican en la zo-
na ventral [16, 28]. Tiene un gradiente de exitabilidad rostrocaudal, siendo mayor en
los segmentos mas rostrales, que se consideran son los que dirigen todo el ensamblaje
[16]. La principal via reguladora de estos CGPs es a través de neuronas serotoniner-
gicas y glutamatergicas de la formacién reticular que proyectan directamente sobre
interneuronas y motoneuronas de los CGPs, a su vez, las neuronas de la formacién
reticular reciben informacién de una regién en el mesencéfalo, denominada regién
mesencefalica locomotora, regulada por el hipotalamo y los GB [16].

2.5. Lesion traumatica de médula espinal

La LTME es el resultado de un traumatismo que sufre la ME produciendo pérdida
tanto de sensibilidad como de la movilidad [29]. En Estados Unidos la incidencia
anual es de 30 a 50 por millon de habitantes, por lo que se estima que son cerca 12 mil
las personas lesionadas anualmente [31]. En México se estima que la incidencia anual
de LTME es de 18.1 personas por millén de habitantes. La poblacién mas afectada son
los jovenes en edad productiva, entre 16 a 35 afios de edad, lo cual tiene un impacto
socioecondmico significativo socioeconémicamente [32]. Entre las principales causas
de la LTME destacan los accidentes vehiculares, asaltos, accidentes en el trabajo, casa,
deportes y actividades recreativas [29, 30]. Las lesiones pueden ocurrir a la altura de
cualquier segmento espinal, y dependiendo del segmento afectado, sera la gravedad
ya que esto determinard que funciones del cuerpo quedaran afectadas o se perderdn,
pudiéndose presentar tetraplejia o paraplejia (figura 2.14) [31, 32, 33].
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Figura 2.14: Esquema que representa las vértebras que componen a la médula espinal y las
areas del cuerpo que resultarian afectadas dependiendo del nivel de la lesién, pudiendo produ-
cir paralisis de ambas extremidades inferiores (paraplejia) o de las cuatro (tetraplejia). Recuperado
de: https://digital.hbs.edu/platform-rctom/submission/santa-clara-valley-medical-center-pioneering-
spinal-cord-injury-care-with-telemedicine/.

2.6. Modelos experimentales de la lesidn traumatica
de médula espinal

Para poder estudiar la fisiopatologia de la LTME y probar diferentes estrategias te-
rapéuticas, se han desarrollado modelos animales que simulan los distintos tipos de
LTME que pueden ocurrir en los seres humanos. Estos varian en la manera de infligir
el dafio, y la cantidad de tejido dafiado [33, 34]. Existen dos tipos principales de le-
sion: las lesiones parciales y las lesiones completas [10, 12]. En humanos es comtn
ver lesiones que pueden ser provocadas por caidas u otro tipo de impacto que com-
prime la ME; estos suelen ser representados con modelos donde se comprime o se
realiza una contusion controlada a la ME También pueden realizarse lesiones con ob-
jetos punzocortantes, las cuales son realizadas con secciones con tijeras quirtrgicas,
bisturi y otros instrumentos [12].

Entre los modelos de lesién mas usados encontramos la compresion, contusion,
hemiseccidn, laceracidn y seccidon completa [34]. En el modelo de compresion se si-
mula la oclusion de canal espinal con la aplicacidn de presion persistente. Para reali-
zar este tipo de lesién se usa un clip de aneurisma, un globo o unas pinza [10, 34, 36].
La contusion se caracteriza por el uso de un impactador de caida libre con peso es-
pecifico, donde la aceleracion y el peso son variables controlables; este modelo es
el mas usado para reproducir las lesiones mas frecuentes en humanos [10, 34, 36].
Los modelos de hemiseccion se caracterizan por ser unilaterales, en los cuales la he-
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mimédula izquierda o derecha es seccionada con una tijera o bisturi. Este modelo
de LTME es muy utilizado para estudiar la regeneracion axonal de los tractos corti-
coespinales y simula el tipo de lesion infringida por objetos punzocortantes [12, 36].
El modelo de laceracion representa el efecto causado por una herida de bala, estos
tipos de lesién ayudan a estudiar los mecanismos de inhibicion y regeneracion de los
axones. Estas lesiones son las mds dificiles de reproducir por el alto grado de pre-
cision que requieren. La laceracion se efecttia manualmente con microtijeras, bisturi
[36, 37]. El modelo de seccidon completa reproduce el tipo de LTME severo y consiste
en realizarcorte trasversal completo para producir la interrupcion anatémico funcio-
nal de la ME, este modelo es muy utilizado para estudiar la regeneracién axonal, la
degeneracién y la plasticidad [12, 34, 35].

Entre otros modelos menos usados encontramos las lesiones quimicas entre las
que se encuentra el uso de fotoquimicos para estudiar la isquemia, neurotransmi-
sores como glutamato para estudiar la exitotoxicidad, el uso de ROS para estudiar
el dafio oxidativo a lipidos y proteinas, la aplicacion de inyecciones de bromuro de
etidio o virus (hepatitis) para estudiar la desmielinizacién, etc. [34] Estos modelos
son ttiles a para estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la LTME, las
vias de sefializacion involucradas, o algun proceso en particular como a isquemia
o la desmielinizacién. No obstante, su uso es limitado debido a que no reproducen
completamente el dafio producido por un traumatismo [34].

2.7. Fisiopatologia de la lesion traumatica de médula
espinal

La LTME desencadena una serie de eventos fisiopatoldgicos que suelen ser agrupados
en dafio primario y dafio secundario [30, 31]. La lesién primaria es el dafio mecdnico
que provoca la ruptura de tejido, de meninges y de vasos sanguineos, asi como el
dafio directo a las neuronas, mielina de los axones y nervios espinales [30, 38]. El
dafio secundario es la exacerbacion del dafio primario por la activacién de diferentes
procesos bioquimicos. A manera de secuencia temporal, la lesién se puede subdividir
en fase aguda, subaguda y crénica [30].

La fase aguda suele durar de segundos a minutos y abarca tanto los eventos de
dafio primario como los de dafio secundario, entre ellos encontramos los eventos
hemorragicos que producen edema, que en conjunto con la ruptura de membranas
neuronales, producird desregulacién en la homeostasis de iones asi como la libera-
cién de neurotransmisores, afectando la excitabilidad y transmision sindptica y la
permeabilidad de las membranas; la falta de oxigeno (isquemia) y la hipoglucemia
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son resultado de la interrupcién del flujo sanguineo, lo cual desencadena la disminu-
cion del adenosin trifosfato [30, 39, 40].

La fase subaguda dura dias a semanas, los eventos de la fase aguda persisten y
aparecen nuevos. La presencia de glutamato extracelular desencadena eventos reac-
tivos promoviendo la acumulacion de calcio intracelular, causando dafilo mitocondrial
y aumento en la produccién de ROS y RNS, activacién de caspasas y calpainas que
promueven apoptosis. A su vez, la disminucion de ATP ocurrida en la fase aguda pro-
duce la liberacién de contenido lisosomal y de enzimas como fosfolipasas, proteasas,
ATPasas y endonucleasas, que promueven la muerte celular por necrosis. Las ROS y
RNS también desencadenan el proceso de lipoperoxidacion, resultado de la ruptura
de las paredes celulares [30, 39, 40]. A la par de estos eventos, ocurre una respuesta
inflamatoria donde neutrdfilos, macréfagos y microglia producirdn citosinas proin-
flamatorias, ROS y RNS que exacerbaran el dafio, incrementando la zona de lesién
[30, 39, 40]. Otro proceso aledafio es la gliosis reactiva, que consiste en la formacion
de la cicatriz glial por parte de la reactivacion de células de la glia, en especial de
los astrocitos que sufren cambios morfoldgicos y producen acumulacién de glucopro-
teinas y proteoglicanos en la matriz extracelular [30, 39, 40].

La fase cronica, que dura de meses a afnos, los procesos degenerativos continian
y se extienden a lo largo del sitio de lesion. El proceso de gliosis reactiva continua y
la cicatriz glial se consolida, los oligodendrocitos a su vez, producen moléculas inhi-
bitorias de la regeneracion axonal como Nogo, Maps y tenacina [30, 39, 40]. Ambos
procesos conforman una barrera fisica, que conlleva efectos inhibitorios para la re-
generacién axonal. Esta barrera es un intento de detener el avance de la lesidn y
de evitar la formacion de posibles reconexiones aberrantes, resultantes de los proce-
sos de plasticidad espontdnea que se presentan después de una LTME [30, 39, 40].
Los axones desmielinizados sufren degeneracion walleriana (DW), proceso donde los
axones degenerados y los debris celulares acumulados son removidos [30, 39, 41].
Al mismo tiempo, se terminan de consolidar las cavidades quisticas caracteristicas de
las LTME crénicas, que a su vez contribuyen a que el microambiente no sea permisivo
para la regeneracion axonal.

2.8. Caracteristicas de la marcha después de una le-
sion traumatica de médula espinal

Después de una LTME ocurre una inmediata pérdida del control de las funciones
motoras y sensitivas, lo que incluye la perdida sobre el control de la marcha y diver-
sas alteraciones secundarias. Se produce una distrofia axonal en las neuronas cuyos
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axones resultaron dafados, este dafio se exacerba generando degeneraciéon neuro-
nal anterégrada y retrograda (distal y caudal a la lesidn), por lo que las sefales de
los mandos superiores (cerebro y tallo cerebral) quedan interrumpidas [42, 43]. La
denervacion conlleva a un estado de relativa inexitabilidad debido a la falta de neu-
romoduladores que inician el movimiento, por lo que persiste una paralisis muscular
flacida y pérdida de reflejos debajo del nivel de la lesion, lo cual se denomina shock
espinal [44, 45, 46]. Después de unas semanas posteriores a la LTME se presenta hi-
perexitabilidad en los circuitos distales, debido a la desregulacion de los neurotrans-
misores y los potenciales de membrana, la falta de inhibicién por parte de mandos
superiores y la presencia de plasticidad axonal para compensar la pérdida de estimu-
lacién mediante la ramificacion axonal y la formacidn de nuevos circuitos neuronales
aberrantes, que termina produciendo espasticidad [8, 44, 46]. La espasticidad es una
exageracion de la parte tdnica y fésica en los reflejos de estiramiento, resultado de
la hiperexitacion de los reflejos espinales, lo que produce movimientos exagerados,
mioclonias e hipertonia muscular [47]. Los musculos por su parte, pueden desarrollar
fibrosis, atrofias, decremento en sus propiedades eldsticas, en el nimero de sarco-
meras, acumulacién de tejido conectivo y alteracién en sus propiedades contractiles
[44, 45, 46].

La plasticidad neuronal es importante cuando se presentan LTME en donde una
porcién del tejido no resulta dafiada, como en las lesiones parciales, ya que debido
a esta plasticidad, las sefiales de los mandos superiores pueden tomar vias alternas,
o hacer relevos con axones que no resultaron dafiados para hacer llegar la informa-
cién a los circuitos locales, pero en una LTME donde todo el tejido resulta dafiado,
como en el modelo de seccién completa, la informacion de los mandos superiores no
podra llegar a los circuitos locales distales [8, 48]. Distintos trabajos en gatos han
mostrado la presencia de movimientos ritmicos bien organizados en el tren posterior
después de una LTME aguda por seccién completa de ME cuando una estimulacién
farmacolodgica es administrada, lo que indica la preservacion en la funcionalidad de
los CGPs después de la LTME [8]. Mientras que en modelos crénicos de LTME se
observa una pérdida y/o reduccion de estos movimientos. También se ha observado
la presencia de movimientos de locomocidn ficticios, lo que indica degeneracion y
un cambio funcional en los circuitos involucrados [8, 49]. Algunas técnicas de esti-
mulacién farmacoldgica en conjunto con entrenamiento han mostrado mantener en
condiciones 6ptimas el funcionamiento de los CGPs después de una LTME por seccién
completa en gatos [8].
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3. ANTECEDENTES

3.1. Recuperacion funcional

Uno de los principales objetivos de las estrategias promotoras de la regeneraciéon de
la ME es la restauracion de las funciones motoras. La regeneracion funcional puede
deberse en gran medida a una combinacién entre la regeneracion neuronal, axonal,
ramificacién axonal y a cambios en la plasticidad de las vias descendientes [49]. La
ramificacién axonal es un fendmeno que ocurre con normalidad en el SNC como en el
sistema nervioso periférico (SNP), al contrario de lo que se observa con la regenera-
cién axonal, que se ve limitada en el SNC de los vertebrados superiores [49, 50]. En
LTME por seccion parcial, Tuszynski propone que la reeinervacién de las estructuras
cerebrales para recuperar la funcionalidad puede ser lograda a través de la estimula-
cién de los mecanismos de plasticidad compensatorios, ya sea a través de la ramifi-
cacion de axones sanos que cruzan la zona de la lesién (inciso C de la figura 3.1), o,
a través de la regeneracidn axonal a corta distancia de axones lesionados formando
relevos con axones no danados hacia la zona distal del sitio de lesidon (inciso B de la
figura 3.1) [50, 51]. En LTME por seccion completa se propone que la reinervacion
puede ser lograda a través de la regeneracion axonal a larga distancia, cruzando a la
zona distal de la lesion (inciso A de la figura 3.1) [50]. Los enfoques experimenta-
les para lograr la regeneracion funcional han abarcado desde el uso de puentes y/o
andamios celulares en la cavidad formada en el sitio de lesion, la estimulacion con
factores de crecimiento, eliminacion de moléculas inhibidoras del crecimiento axonal,
modificacion en la expresidn de las células para promover el crecimiento axonal, uso
de células troncales, asi la rehabilitacion con ejercicios para aprovechar la plasticidad
que se activa después de la LTME [49].

3.2. Técnicas de analisis de la recuperacion funcional

La evaluacion sensorial y motora es un factor importante para medir la eficacia de los
tratamientos [52]. El primer método descrito con el fin de estandarizar los métodos
de evaluacion de la funcionalidad motora fue la escala de evaluacién motora propues-
ta por Tarlov en 1954, quien realizé un analisis no cuantitativo en campo abierto que
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Figura 3.1: Esquemas de las estrategias disefiadas para promover la reinervaciéon axonal propuestas
por Tsuzyski. A) Regeneracién axonal a larga distancia en un modelo de lesién tramatica de médula
espinal (LTME) por seccién completa; B) Regeneraciéon axonal a corta distancia en un modelo de
LTME por seccién parcial, y creacidon de relevos con vias descendentes remanentes; y C) Sprouting
de los axones remanentes para mantener la conexion distal. En lineas rojas se observa el crecimiento
axonal propuesto, en lineas azules los axones remanentes o intanctos y en lineas negras punteadas el
fenémeno de degeneracion walleriana. Tomado de Giger [50].

consiste en una observacion sencilla de la locomocién del animal mediante, una es-
cala compuesta por 5 puntos, donde O representa ausencia de movimiento voluntario
y 4 una recuperacion completa de la funciéon motora [52, 54, 10]. Otro intento con
el fin de estandarizar las escalas de recuperacion funcional fue el de Basso, Beattie y
Bresnahan y cols. en 1995, desarrollaron una escala motora semi-cuantitativa a partir
de la escala de Tarlov conocida como la escala de la BBB [55]. Esta escala permi-
te evaluar de manera semicuantitativa y general la recuperacién de la funcionalidad
residual de las extremidades posteriores al considerar la amplitud del movimiento,
coordinacién, postura, colocacioén plantar, y la coordinacién entre los miembros an-
teriores y posteriores [55]. Debido a lo anterior, la escala BBB permite evaluar la
integridad de las vias corticoespinales modelos de LTME por seccion parcial, como lo
observé Basso al evaluar LTME por contusion de intensidad leve y moderada (figura
3.2). Cuenta con tres fases de recuperacion y 21 puntos definidos por el comporta-
miento motor de la rata en un campo abierto. En la fase temprana (calificaciones
de 0 — 7), se toma en cuenta desde el movimiento nulo, hasta las posibles combi-
naciones de movimiento ligero o extenso de las tres articulaciones (tobillo, rodilla y
cadera), culminando con un movimiento amplio de las tres articulaciones. En la fase
intermedia (calificaciones de 8 — 13), se observan movimientos amplios, repetidos y
generalizados en las 3 articulaciones, la colocacién dorsal y plantar de las patas, asi
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como el apoyo plantar con soporte del peso y la coordinacion de las extremidades
anteriores y posteriores. En la fase tardia (calificaciones de 14 — 21), se consolida la
coordinacién de entre las extremidades anteriores y posteriores, se ubica adecuada-
mente la pata y se presenta estabilidad de la posicién de tronco y posicionamiento de
la cola, y en el mejor de los casos, una marcha normal [55].
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Figura 3.2: Evaluacion de la funcién motora realizada con la escala Basso, Beatide y Brenahan (BBB),
donde se muestra la curva de recuperacién presentada por los dos grupos de animales lesion traumati-
ca de médula espinal (LTME) por contusion leve y el otro con LTME por contusién moderada sin
tratamiento durante 10 semanas, en donde se pueden observar las diferencias entre los dos grupos.
Modificado de Basso [55]

En 2002, M. Antri y cols., desarrollaron una modificacién de la escala BBB para po-
der evaluar animales con LTME por seccion completa, la cual evalia la recuperacion
funcional intrinseca de los circuitos que controlan la funciéon motora del tren poste-
rior [56]. Esta escala modificada consta de 4 niveles con 22 categorias. En el primer
nivel (calificaciones 0 — 1) corresponde a animales que no son capaces de soportar su
propio peso y por lo tanto no pueden caminar, se consideran los movimientos reflejos
como 1. En el nivel 2 (calificaciones de 2 — 9) toma en cuenta la ritmicidad, consisten-
cia, coordinacion, asi como la amplitud de los movimientos efectuado [56]. El nivel
3 (calificacion de 10) se caracteriza por una clara alternancia y amplitud de los mo-
vimientos, asi como por un soporte de peso ocasional. En el nivel 4 (calificaciones de
11 - 22) se observa un mayor apoyo plantar con el suelo, junto con soporte de peso
corporal y presencia de movimientos ritmicos alternados en sus extremidades poste-
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riores hasta observar una marcha normal [57]. El uso de esta evaluacion en modelos
de LTME por seccién completa nos permite observar con mayor claridad la mejoria
en la recuperacion funcional (figura 3.3) [56].
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Figura 3.3: Evaluacion de la escala Basso, Beatide y Brenahan (BBB) (B) y su versién modificada
(BBBm) (A) de ratas con una lesidon traumadtica de médula espinal (LTME) por seccién completa, con
o sin tratamiento con Quipacina para estimular los centros generadores de patrones responsables de
la coordinacion de las extremidades posteriores. La comparacién de los grupos, ratas tratadas y ratas
con LTME se llevo a cabo los dias 3, 15, 21, 28 y 43, donde se observa la curva de recuperacion en
ambos grupos, siendo mas evidente al utilizar la escala BBBm. Modificado de Antri [56].

Otros analisis que suelen ser usados ocasionalmente incluyen el plano inclinado
desarrollado por Alex Rivlin y cols. en 1977, el cual permite evaluar el control pos-
tural del animal para mantener el equilibrio [57, 58]; el andlisis de las huellas o
footprints desarrollado por Cheng y cols. en 1997, donde se observa el apoyo plan-
tar, coordinacién y la fuerza de soporte [52, 10, 59]; y la prueba de la gradilla, que
puede ser tanto horizontal como inclinada, donde se mide la habilidad de integraciéon
sensoriomotora para evitar caer entre las rejillas de la gradilla [52, 58, 59].

Tanto las escala BBB y BBBm, como las otras pruebas de evaluacion mencionadas
presentan limitaciones cuantitativas, ya que son pruebas subjetivas que dependen del
evaluador, por lo que en los ultimos afios se han buscado y desarrollado pruebas y
métodos de evaluacion mas precisas y objetivas. Uno de ellos es el registro cinemati-
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co de la marcha, que consiste en el rastreo del movimiento de las articulaciones in-
volucradas en la marcha (cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y la falange del quinto
metatarsiano) con ayuda de una grabacién de video, para después realizar un andlisis
computacional del movimiento, para lo cual se evaltian las fases de balanceo y sopor-
te que componen el ciclo de la marcha a través de las mediciones de los angulos,
desplazamiento, altura y longitud, asi como la velocidad de los movimientos (figura
3.4 y figura 3.5) [60, 61, 62, 63, 64]. La mayoria de ellos se efecttian con la ayuda
de una caminadora y la suspension del animal, mientras que otros se realizan con la
deambulacion del animal sobre una base de acrilico [60, 64].
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Figura 3.4: Esquema representativo de un andlisis cinematico de la marcha del tren posterior después
de una lesion traumatica de médula espinal (LTME) por compresién, donde se aprecia el seguimiento
de las articulaciones sefialadas (cresta iliaca, cadera, rodilla y tobillo), asi como los dngulos considera-
dos para poder evaluar la mejoria en funcién locomotora. Modificado de Alluin [63].
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Figura 3.5: Anadlisis cinematico de la marcha. Se aprecia los trazos de las articulaciones involucradas en
la marcha, antes (lineas negras continuas) y después de 3 semanas de una lesion traumatica de médula
espinal (LTME) por contusion leve (lineas negras punteadas). El andlisis se utilizé para observar el
movimiento durante las fases que componen el ciclo de la marcha (E3, F, E1 y E2). En ella se contrasta
el desplazamiento de la extremidad completa en cada una de las fases. Modificado de Hansen [64].

24




Evaluacion de la funcion locomotora después de una LTME en ratas adultas con
seccion completa y cronica de médula espinal

Existen pruebas electrofisioldgicas que también son consideradas pruebas de pre-
cision para evaluar la funcionalidad, como los registros electromiograficos y los po-
tenciales evocados. Los registros electromiograficos consisten en el uso de electrodos
en musculos agonistas y antagonista involucrados en la marcha, que permiten obte-
ner el registro de su actividad, caracterizar el patrén de activacion de los musculos y
los circuitos locales involucrados en ello (figura 3.6) [53]. Los potenciales evocados
pueden ser motores (MEP) o somatosensoriales, los SSEP permiten determinar la in-
tegridad de las vias involucradas en los reflejos, mientras que en los MEP permiten
evidenciar la funcionalidad descendente de los tractos espinales involucrados (3.7)
[53, 65].

Amp Mediador de Sefal
Est Reg
Reg | Est
Corteza
Somatosensorial Reg MEP | SSEP
o
- 9
Ref
Vent Nervio Ciatico
CeTy = ToTw

Figura 3.6: Registro electromiografico A) Musculos iliopsias izquierdo (1 IP), tibialis anterior izquierdo
(1 TA) y tibialis anterior derecho (r TA), Antes de una LTME (A1), 15 dias después de la lesion (A2) y 22
dias después de la lesion (A3); B) Esquema del registro promedio de los musculos flexores y extensores
antes de la LTME (B1) y después de la lesién (B2), en el e puede observar la descoordinacién resultado
de la LTME. Modificado de Antri [65]).

3.3. Tipos de tratamientos

Hoy en dia no existe algun tratamiento eficaz para la LTME, esto se debe a la comple-
ja fisiopatologia y los muchos aspectos que el tratamiento debe abarcar para lograr
una recuperacion en las funciones perdidas, incluyendo la disminucion de la muerte
neural, drea de cavitacién, la recuperacién del nimero de células neurales, la esti-
mulacién de la regeneracion axonal, ramificacién axonal y remielinizacién. Entre los
distintos tratamientos que se han utilizado encontramos la administracién de pro-
teinas exdgenas, trasplante de células y el injerto de tejidos.
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Figura 3.7: Técnica de registro del potencial motor evocado (MEP) y potencial somatosensorial evo-
cado (SSEP). En los MEP, el estimulo (Est) se realiza en la corteza Somatosensorial y su registro (Reg)
se realiza en la tordcica 10. En los SSEP, el estimulo se realiza en el nervio ciatico, y su registro se
realiza a lo largo de la médula espinal, o en la corteza Somatosensorial. En ambos casos se aplica un
nodo de referencia (Ref), y el animal se encuentra bajo condiciones de ventilacion (Vent) controladas.
Modificado de Fehlings [56].

3.3.1. Factores de crecimiento y enzimas exogenas

Entre ellos encontramos el uso de diferentes factores crecimiento o proteinas anti-
inflamatorias, que confieren un efecto positivo para la regeneracion [66]. El uso de
neurotrofinas como BDNF, NGF, NT-3 y FGF en modelos de LTME han mostrado pro-
mover recuperacién funcional, actuando como neuroprotectores, promoviendo la ra-
mificacion axonal y remielinizacion [67, 68, 69]. La administracion de interleucina-10
promueve la mejoria en la recuperacion funcional, debido a la neuroproteccidon que
confiere y a la reduccion del dafio en la zona afectada [70]. El uso de anticuerpos
especificos para moléculas inhibitorias de la regeneracidén, como Nogo-A (proteina
asociada a la mielina) también promueve la mejoria en la recuperacién funcional
después de su administracion, debido a que bloquea el efecto inhibitorio que des-
encadena Nogo-A al unirse a su receptor, promoviendo asi la regeneracién axonal
[66]. El uso de la enzima condroitinasa ABC (ChABC) es uno de los mas utilizados
en los protocolos de regeneracién después de una LTME. La ChABC es una enzima
proveniente de la bacteria Proteus vulgaris, la cual rompe los condroitin sulfatos for-
mados en la cicatriz fibroglial, permitiendo asi el crecimiento axonal en el sitio de
lesién [71, 72]. En distintos trabajos como los de Cheng y cols. en 2015, Xiong y
cols. en 2016, Wang y cols. en 2011, Karimu-Abdolrezaee y cols. en 2010, Bradbury
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y cols. en 2002 y 2010, se ha demostrado que su uso en dosis repetidas o tinicas en
fase crénica y aguda en distintos modelos de LTME promueve una mejoria en la fun-
cion locomotora, incremento en la ramificacion axonal a través de la zona de lesion
e incrementando formacion de nuevas conexiones, a través de la eliminacion de los
condroitin sulfatos [71, 72, 73, 74, 75, 76]

3.3.2. Trasplante de células

El trasplante de células es otro de los enfoques que han sido méas desarrollados a nivel
experimental para el tratamiento de la LTME. Entre las células mas usadas encontra-
mos, las células estromales de médula 6sea (CEMO), células envolventes de bulbo
olfatorio (OECs), células progenitoras neurales (NPCs) y las células pluripotenciales
inducidas (iPSCs). Entre ellas, las CEMO muestran una amplia gama de beneficios
tréficos y reguladores, son de facil obtencion, presentan relativa seguridad debido a
que no induce el desarrollo de tumores, y su uso no tiene implicaciones éticas, lo
que las vuelven mds atractivas que otros tipos de células para diferentes protocolos
regenerativos [67, 77]. Su uso en distintos trabajos ha mostrado su capacidad para
reducir apoptosis, producir neuroproteccidén, modular la respuesta inmune, promover
neurogénesis, presentar diferenciacion a linaje neural, promover la angiogénesis y la
remielinizacion, asi como reducir el drea de cavitacion. Hawryluk y cols. en 2012,
Cantinieaux y cols. en 2013 y Qu y cols. en 2017, reportaron la expresion de diversos
factores troficos por parte de las CEMO como BDNF, NGF, VEGF y FGF que podrian
verse involucrados en la neuroproteccion y regeneracion axonal después de una LT-
ME [77, 78, 79]. Zurita y cols. en 2004 y 2006, en modelos crénicos de LTME por
contusion, demostraron que el trasplante de CEMO mejord y acelerd la recuperacion
funcional en las ratas trasplantadas, donde las CEMO mostraron diferenciacién a lina-
je neuronal y reduccidn del area de cavitacion [80, 81]. Liang y cols. y Luo y cols. en
el 2009 y Okuda y cols. en 2016, probaron el trasplante de estas células, en modelos
agudos de LTME por seccion completa, donde observaron que su aplicacién promovié
una mejoria en la recuperacién funcional, gracias a la regeneracion axonal y diferen-
ciacion a un linaje neural [82, 83, 84]. Lu y cols. en 2004 reportaron el uso de las
CEMO en LTME por seccién de la columna dorsal agudos, donde también observaron
que su presencia promovia la reduccion en el area de cavitacion, y favorece procesos
de neuroproteccion y regeneracidn axonal en la zona de lesién [85].

3.3.3. Injerto de tejidos

Uno de los enfoques dirigidos para promover el recrecimiento axonal y a la subse-
cuente mejoria de la funcién locomotora es el uso de trasplantes de tejido como el de
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nervio periférico fresco (NPF) y predegenerado (NPP). Ramén y Cajal y cols. en 1928
y Aguayo y cols. en 1981 probaron que su uso promovia la regeneracién de los axones
a través del injerto y la reconexion funcional [86, 87]. Buozianu-Anguiano y cols. en
2015, mostraron que después del trasplante de NPP durante 21 dias, se favorece la
recuperacién funcional y la regeneracién axonal a través del injerto [88]. Nordblom
y cols. en 2009, Pierdona y cols. en 2012 y Lee y cols. en 2009, demostraron que el
uso de injertos de NPF, promueve la mejoria en la recuperacién funcional, a través
de la regeneracién axonal en el injerto [89, 90, 91]. Akeshasan y cols. en 1996 de-
mostraron que el uso de segmentos de NPP facilité el crecimiento y la velocidad del
crecimiento neuritico a diferencia del uso de segmentos de NPF [92]. Esta mejoria
en la funcionalidad motora se debe a que el injerto de nervio periférico actia como
guia y soporte para que los axones crezcan a través de él, ya que la presencia de las
células de Schwann y de macrofagos, que promueven la remocion de debris, activan
la liberaciéon de diversas neurotrofinas como BDNF, NT-3, NGF y VEGF que producen
neuroproteccién y favorecen el crecimiento axonal, lo que se puede reflejar en una
mejoria en la funcionalidad motora [93].

3.4. Tratamientos con enfoques combinados

A pesar de que se han reportado gran variedad de tratamientos como los antes
mencionados, no existe alguno que produzca la recuperacién de las funciones per-
didas en su totalidad. Debido a esto, distintos protocolos han adoptado enfoques
combinados con el uso de puentes o andamios, células mesénquimales o progenitoras
y factores de crecimiento. El uso combinado de los tratamientos ha mostrado abarcar
distintos aspectos de la fisiopatologia necesarios a tratar para promover la regene-
racion después de una LTME, que a su vez han mostrado mayor efectividad en la
recuperacion funcional comparado con sus usos individualmente.

3.4.1. Tratamientos combinados con el uso de nervio periférico

El trasplante de NPP y NPF ha sido probado en distintas ocasiones en combinacion
con distintos tratamientos. Buzoiano-Anguiano y cols. en 2015, utilizd el injerto de
NPP 21 dias en conjunto con CEMO, observaron una mejoria significativa en la re-
cuperacidén funcional y un aumento en la mielinizacién y regeneracion axonal, tanto
rostral como caudal a los dos meses del trasplante [88]. Tsai y cols. en 2005, asi como
Theisen y cols. en 2017, observaron una mejoria en la recuperacién funcional después
de injertar NPF con FGF, asi como aumento en la regeneracién de axones corticoes-
pinales a través del injerto [96, 97]. En la mayoria de las veces, el uso de nervios ha
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sido utilizado con combinacién con la enzima ChABC. Paul y cols. en 2017 y Houle
y cols. en 2006, mostraron que las fibras axonales fueron capaces de regenerarse a
través del injerto de un NPP, ademads, observaron que la capacidad de los axones para
salir del injerto al tejido del hospedero fue aumentada después de su trasplante com-
binado con ChABC [94, 95]. En otro trabajo de Paul y cols. en 2015, probaron que la
combinacién de NPF, ChABC y FGF promovia una mejoria en la regeneracién axonal
y en el registro electromiografico del esfinter uretral, en comparacion con el grupo
sin la enzima [98]. Asi mismo Tom y cols. en 2008, 2009 y 2016, reportaron el uso
de NPP en distintas combinaciones con ChABC y GDNF, ChABC y BDNF, o ChABC so-
lamente, en los que se demostré que el uso de la ChABC promovia un microambiente
mas permisivo para la regeneracion y la ramificacidon axonal, lo que a su vez permi-
tié6 una mejoria en la recuperacion funcional promovida por la regeneracién axonal
al utilizarla con combinacion con GDNF, o una mejoria en la reconexion axonal al
combinarlo con BDNF [99, 100, 101].

3.4.2. Tratamientos combinados con el uso de la condroitinasa
ABC

La ChABC no solo ha sido utilizada en conjunto con injertos de nervio. Fouad
y cols. en 2005 y Xiong y cols. en 2016, reportaron su uso en conjunto con célu-
las OECs y CEMO respectivamente, Fouad y cols. aplicaron un tratamiento triple de
OECs, con células de Schwann en matrigel y la enzima ChABC, mientras que Xiong y
cols. usaron a las CEMO trasfectadas con gen de aumento de expresion de BDNF, am-
bos observaron un aumento en la recuperacién funcional, regeneracién axonal y en la
remielinizacion [102, 74]. Wang y cols. en 2011 y Shinozaki y cols. en 2016 probaron
el uso de la enzima ChABC en conjunto con rehabilitacion tarea-especifica y con una
caminadora, donde también observaron recuperacion funcional correlacionada con el
aumento de la ramificacién y regeneracién axonal [75, 103]. Karimi-Abdolrezaee y
cols. en 2010 y Xia y cols. en 2017, utilizaron la enzima ChABC en combinacién con
trasplante de NPCs y factores de crecimiento (EGF, bFGF, PDGF-AA) por parte de Ka-
rim, y microfibras de electrospining con dibutiril ciclico AMP (bucladesina) por parte
de Xia, donde ambos, ademds de observar recuperacion funcional, también observa-
ron remielinizacién, ramificacion axonal y la reduccidn de la cicatriz glial [76, 104].
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3.4.3. Tratamientos combinados con el uso de células estromales
de médula Osea

El uso de CEMO, como se mencion6 anteriormente, ofrece muchas ventajas para
su uso en tratamientos combinados y ha sido reportado en distintos tipos de combina-
ciones. Hejcl y cols. en 2010, reportaron el uso de CEMO sembradas en un hidrogel de
metacrilamida donde observaron mejoras significativas en la recuperacion funcional
en el grupo con la combinacién, mayor preservacion del tejido y regeneracion axonal
a través del hidrogel [105]. Lu y cols. en 2007 y Kadoya y cols. en 2009, probaron el
uso de CEMO transfectadas con NT-3, donde observaron que las células disminuyeron
la cavidad cistica, revascularizacién y promovieron la regeneracion axonal a través de
la cicatriz [106, 107]. Lu y cols. en 2005 y Koda y cols. en 2009 transfectaron CEMO
con expresiéon de BDNF, donde ambos observaron mejoras en la recuperacién fun-
cional y un aumento en el nimero de fibras axonales regeneradas en el grupo con
células transfectadas [85, 108]. Zeng y cols. en 2011 y Chen y cols. en 2014 probaron
las CEMO con andamios de Gelatin sponge (GS), PLGA y otro en ME acelular, donde
demostraron que la combinacion de ambas estrategias ofrecia una mayor recupera-
cién y regeneracién axonal en comparacion de los grupos de andamios sin células, asi
como mejoras significativas comparados con el grupo control [109, 110].
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia la LTME no tiene cura ni tratamiento eficaz que ofrezca una recuperaciéon
completa de las funciones perdidas. En algunos estudios se ha observado cierto grado
de recuperacion funcional después del uso de tratamientos tnicos, pero no han sido
suficientes para promover resultados consistentes, y menos con su uso en modelos de
LTME por seccién completa en fase crénica. Por lo que, se han intentado diferentes
combinaciones de tratamientos con el fin de incidir sobre mas procesos fisiopatologi-
cos de la LTME a fin de aumentar la recuperacién funcional en comparacion de su
uso por separado en los tratamientos Unicos. Sin embargo, hasta el momento se des-
conoce cudl seria la combinacidn terapéutica adecuada para lograr este objetivo.

5. JUSTIFICACION

Se ha observado que algunos tratamientos unicos como el uso del NPP, CEMO y
ChABC, han demostrado promover una regeneracidén axonal y una remielinizacion
a través de diversos mecanismos, favoreciendo a la recuperaciéon de la funcién lo-
comotora, pero de una manera insuficiente para obtener una recuperacién total de
las funciones perdidas después de una LTME. En distintos trabajos se ha observado
que el uso del NPP, CEMO y la ChABC en combinacién con otros tratamientos, han
mostrado un mayor incremento en la regeneracion y remielinizaciéon axonal, a com-
paracién de su uso como tratamientos tinicos, promoviendo asi un mayor efecto en la
recuperacién funcional motora. No obstante, estas 3 estrategias no han sido emplea-
das en combinacién después de una LTME en fase crénica y debido a sus diferentes
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mecanismos de accion, esto podria incrementar el grado de recuperacion motora.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El uso del tratamiento combinado de NPP, CEMO, y la enzima ChABC, promovera
una mayor recuperacion de la funcién motora del tren posterior en comparacion con
el tratamiento combinado de NPP con CEMO sin la enzima, y de los tratamientos
unicos con CEMO o NPP, en ratas con LTME por seccion completa y cronica?

7. HIPOTESIS

El uso combinado de NPP, CEMO y la enzima ChABC favorecera en mayor grado
la recuperacion de la funcién motora del tren posterior en comparaciéon con el uso
combinado de NPP con CEMO sin la enzima, y de los tratamientos tinicos con NPP o
CEMO, en un modelo LTME por seccidon completa y crénica.

8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de tratamientos tnicos con NPP o CEMO, y de
tratamientos combinados de NPP y CEMO, con o sin la ChABC en la recuperacién de
la funcién locomotora del tren posterior en ratas con LTME por seccién completa y
croénica.

8.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del tratamiento tinico con NPP o CEMO sobre la recuperacion
de la funcién locomotora utilizando la escala BBB, BBBm y la cinematica de la
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marcha.

. Evaluar el efecto del tratamiento combinado con NPP y CEMO sobre la recupe-
racién de la funcién locomotora utilizando la escala BBB, BBBm y la cinematica
de la marcha.

. Evaluar el efecto del tratamiento combinado con NPP y CEMO sobre la recupe-
racién de la funcién locomotora utilizando la escala BBB, BBBm y la cinematica
de la marcha.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

Disefio Experimental

:

70 ratas hembra cepa Fisher 344,
laminectomia en TS y LTME por
seccion completa

!

1 mes después de la LTME, se

Predegeneracion de Mervio Extraccidn y obtencion de

Periférico 21 dias de 28 ratas = reabrid 1 20na de lesidn CEMO de 28 ratas macho
macho Fisher 344 _ Fisher 344
Grupo tnico NPP Grupo dnico CEMO Grupo combinado Grupo combinado triple
Control n=14 o ne1a doble NPP+CEMO NPP+CEMO+ChABC
n=14 n=14

\l%

Evaluacion BBE y BBEm cada
semana durante 3 meses

l

Evaluacidn cinematica del movimiento del
tren posterior al 3er mes, con el software
“ratitas caminanda”™

l

| Analisis estadistico |

Figura 9.1: Diagrama de flujo del disefio experimental de este trabajo. Toracica 9 (T9), lesién traumati-
ca de médula espinal (LTME), células estromales de médula 6sea (CEMO), nervio periférico predegene-
rado (NPP), condroitinasa ACB (ChABC), Basso, Beattie, Bresnahan (BBB), Basso, Beattie, Bresnahan
modificada (BBBm).
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10. METODOLOGIA

10.1. Poblacion

Ratas Fisher 334.

10.2. Muestra

Se utiliz6 un total de 126 ratas Fisher 344 con una edad entre 8-10 semanas y un peso
entre 200 y 250 g. Para los procedimientos de LTME y trasplante fueron utilizadas
70 hembras divididas al azar en 5 grupos, como donadores de nervio cidtico fueron
utilizados 28 machos y para la obtencién de CEMO se utilizaron 28 machos.

10.3. Consideraciones éticas

El presente trabajo fue autorizado por el Comité Local de Investigacién y Etica del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con el nimero de registro R-2014-3601-
9. El manejo y cuidados de los animales se llevaron a cabo de acuerdo a la norma
oficial mexicana NOM-062.

10.4. Lesion de médula espinal

Se produjo una LTME en ratas hembra de la cepa Fisher 344, de entre 200 y 250
gramos de peso. Antes del procedimiento quirtrgico las ratas se anestesiaron con una
mezcla de ketamina (70 mg/kg) y Xilazina (10 mg/kg) intramuscular. Una vez que
los animales entraron en plano anestésico se cortd longitudinalmente la piel y los
musculos paravertebrales para exponer las apofisis espinosas tordcicas y posterior-
mente se expuso la ME realizando una laminectomia en la vértebra toracica 9 (T9).
Se corto sagitalmente la porcion dorsal del saco dural, cuidadosamente se realizé la
seccion completa transversal de la ME expuesta utilizando tijeras de microcirugia, y
se verificd la ausencia de tejido remanente y que la lesiéon haya sido completa. Se
cerr6 la duramadre con un punto (nylon nueve ceros), y se colocd un fragmento de
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tejido adiposo subcutdneo para evitar la formacion de cicatriz de tejido fibronectivo.
El musculo y la piel se cerraron por planos.

10.5. Lesion del nervio periférico para trasplante

Veintiun dias antes del trasplante, 28 ratas machos de entre 250 — 300 gramos de pe-
so fueron usadas como donadoras de nervio periférico. Las ratas fueron anestesiadas
como se describié previamente, se les realizé una incisién longitudinal y diseccién
por planos en ambos muslos de la rata para identificar el nervio cidtico, que poste-
riormente fue sometido a seccion transversal total en la porcion cefdlica del muslo;
el muiidén caudal del nervio seccionado se fijé6 con un punto de sutura nylon siete
ceros al musculo adyacente. El dia del trasplante se anestesio a las ratas para extraer
los segmentos del nervio cidtico distal al corte de aproximadamente 2cm de longi-
tud. El fragmento de nervio fue colocado en solucion salina isotdnica helada, hasta el
momento del trasplante como NPP.

10.6. Obtencidn de células mesenquimales

Las CEMO se obtuvieron de ratas donantes de la sepa Fisher 344, de aproximada-
mente 200 a 250 gr de peso, a las que se les realizd eutanasia con una sobredosis de
pentobarbital sddico intraperitoneal. Las dos extremidades inferiores (tibias y fému-
res) de cada rata se extrajeron con ayuda de material quirargico estéril, después se
les retird la piel y el musculo en condiciones de esterilidad para limpiar y obtener
los huesos. La médula 6sea fue obtenida a través de lavados repetidos con medio
de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) GIBCO, de ambos fémures
y tibias con una jeringa de 3 ml. La médula obtenida se deposité en un tubo cénico
de 15 ml (Sarsted). La muestra se centrifugé durante 7 minutos a 1300 RPM y 4°C
para obtener las células; posteriormente, para extraer las CEMO se usé el gradiente
de separacion de Ficol (SIGMA) (3 ml),centrifugadas a 2000 RPM a 24°C durante
45 minutos. Las células obtenidas se sembraron en un frasco de cultivo de 75 c¢cm?
con 10 ml de D-MEM suplementado con 20% de suero fetal bovino (FSB, GIBCO),
2 ml de L-glutamina (GIBCO), 2 ml de Antibiotico-Antimicotico (GIBCO) y 2 ml de
aminoacidos no esenciales (GIBCO). Posteriormente se les colocé en una incubadora
Water-Jacketed a 37°C con CO2 al 5%, hasta que las células formaron una monocapa
de fibroblastos. Después de la formacion de la monocapa homogénea en el frasco de
cultivo, se volvié a resembrar CEMO sobre la capa de fibroblastos y se mantuvieron
durante 4 pases hasta su maduracion.
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10.7. Transplantes

Cuatro semanas posteriores a la LTME por seccién completa, la lesidn se reabrio el
sitio de lesion, el tejido adiposo fue retirado y después de haber identificado la inci-
sion dural, la lesion se reabrié longitudinalmente. La ME fue expuesta y se identificd
la zona con la cicatriz fibriglial. Posteriormente las ratas fueron asignadas a uno de
los cinco grupos experimentales. Al Grupo 1 (control, n=14) tinicamente se reabrio
la herida quirtrgica hasta observar el saco dural. En el Grupo 2 o grupo trasplantado
con CEMO (n=14), se reabrid el saco dural y se removié cuidadosamente con tijeras
de microcirugia la cicatriz de la ME retirando un segmento transversal de aproxima-
damente 4 mm, asi como 1mm rostral y caudal adicional a los bordes de la cicatriz
con ayuda de un bisturi, dejando un hueco de aproximadamente 6mm de longitud;
se realizaron 2 inyecciones con 5 ul cada una de medio DMEM (GIBCO) conteniendo
3X104 CEMO a cada lado de la ME parasagitalmente a una profundidad de 2 mm
tanto rostral y caudal al borde del muiién respectivo. En el Grupo 3 o grupo trasplan-
tado con NPP (n=14), se reabrid y se realiz6 la remocién de la cicatriz de la ME de la
misma manera que en el grupo 2, en el hueco resultante de 6mm se trasplanté longi-
tudinalmente 3 o 5 segmentos de NPP de 6mm de longitud; los implantes fueron fija-
dos con fibrine glue (BAXTER). En el grupo 4 o grupo trasplantado con NPP+CEMO
(n=14), se reabrio y se realizd la remocion de la cicatriz de la ME de la misma mane-
ra que en el grupo 2, en el hueco de 6 mm resultante se realizaron 2 inyecciones de
CEMO en cada mufion como se describe previamente en el grupo 2, posteriormente,
se trasplantd de 3-5 segmentos de NPP de 6 mm de longitud, los cuales fueron fijados
con fibrine glue. Al grupo 5 o grupo trasplantado con NPP+CEMO+ChABC (n=14)
se reabrid y se realiz6 la remocion de la cicatriz de la ME de la misma manera que
en el grupo 2, ademds, al momento de realizar las 2 inyecciones de CEMO tanto en
la zona rostral como caudal, como se describe en el grupo 2, se adicion6 6 ul de la
enzima ChACB (2 unidades/ml Seikagaku 100332 de Cape Cod), inyectando un total
de 11 ul, después el hueco fue rellenado con 3-5 trozos de NPP fijados con fibrine
glue.

10.8. Evaluacion de la funcion motora

La locomocién del tren posterior se evalud tanto con la escala BBBm, que consta
de 22 puntos divididos en 4 niveles, y evalta la frecuencia, ritmicidad y alternancia
de los movimientos con presencia o ausencia del soporte de peso corporal y apoyo
plantar; asi como con la escala BBB de 21 puntos divididos en 3 niveles, la cual
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mide la amplitud del movimiento de cada articulacién y de la zancada, postura y
coordinacién entre los miembros anteriores y posteriores. Cabe mencionar que los
evaluadores desconocian el tratamiento asignado a cada animal. Los animales fueron
evaluados y grabados con una cadmara de video Nikon antes del trasplante, después
del trasplante y cada semana durante las siguientes 13 semanas.

10.9. Cinematica de la marcha

Los animales se evaluaron mediante registro cinemadtico de la marcha a los tres
meses después del trasplante. Se les colocé marcas de tinta indeleble con plumén
(Sharpie®) sobre la piel tomando en cuenta la cresta iliaca y las articulaciones cade-
ra, rodilla, tobillo y falange del quinto metatarso de ambas extremidades posteriores
de los animales. Posteriormente cada uno de los animales se introdujo por separado,
a una pasarela construida con paredes de acrilico transparente (60X5X5cm) donde
se grabd la marcha de los animales con una videocdmara digital comercial, toman-
do cuando menos 4 zancadas consecutivas (posteriores a la primera zancada de los
animales para excluir la fase de inicio de la marcha, “arranque”), primero del animal
marchando hacia la derecha y posteriormente a la izquierda, para observar el movi-
miento en las dos extremidades posteriores. Mediante un programa de computo (To-
tal Video Converter) se obtuvieron fotografias digitales de cada uno de los cuadros de
la grabacion (30 cuadros / segundo). En las fotografias se determin las coordenadas
cartesianas de las marcas colocadas en las articulaciones de los animales, utilizando
para ello el programa ImageJ (Figura 10.1), las coordenadas obtenidas se convirtie-
ron de pixeles a centimetros mediante marcas de referencia (5 cm) colocadas en la
pasarela. Esto se repitié para 5 animales de cada grupo de tratamiento, con la adicién
de una rata normal o sana, para fines comparativos.

Los valores en centimetros obtenidos se introdujeron a un software denomina-
do Ratitas caminado, el cual fue disefiado en el CINVESTAV - IPN (Figura 10.2). El
programa trabaja uniendo los puntos de las articulaciones, definidos por las coorde-
nadas cartesianas, y exhibe todas las lineas resultantes del movimiento que ejecuta la
extremidad del animal durante la marcha, lo que permite visualizar la secuencia de
movimientos del miembro del animal durante la deambulacién.

El programa proporcioné los datos correspondientes a los dngulos formados en
ambas extremidades de la cadera, rodilla y tobillo durante la deambulacién del ani-
mal. Con lo que se calcul6 la apertura de los mismos con una herramienta de ayuda
del mismo programa, tanto para la fase de apoyo como la fase de soporte. Repitiéndo-
se todo el proceso para 5 ratas representativas de cada grupo, y un grupo control.

Asi mismo, el programa reconstruye el movimiento pendular que se forma en las
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Figura 10.1: Representacion grafica del uso de la herramienta del programa Image J, para ubicar
puntos y realizar la localizaciéon manual de la cresta iliaca y de las articulaciones, cadera, rodilla
tobillo y falange del quinto metatarsiano, en cada una de las imégenes obtenidas de los videos de las
ratas caminando dentro de la pasarela de acrilico. En la imagen se observa una rata normal
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Figura 10.2: Trazo del movimiento completo de la marcha, donde se observa las lineas resultantes
formadas por las articulaciones cresta iliaca, cadera, rodilla, tobillo y falange del quinto metatarso, en
la ejecucion del movimiento de la extremidad izquierda de una rata normal obtenido con el programa
“Ratitas caminando”.

extremidades (Figura 10.4). El movimiento péndular es la apertura del movimiento
completo de la extremidad desde la fase de apoyo (E2) hasta la siguiente fase de
apoyo de la misma extremidad, pasando por E3, F y E1. La cresta iliaca es el eje
longitudinal fijo, mientras que el tobillo funge como la referencia del punto en movi-
miento. Se obtuvo el movimiento del péndulo para las 5 ratas representativas de los
grupos y su apertura en grados se midié con una herramienta del programa Image J.

39




Evaluacion de la funcion locomotora después de una LTME en ratas adultas con
seccion completa y cronica de médula espinal

_483= -
60.0- . P
y  -T0O- LN ! I-\\ f
i I ! g
BT -800-}, /\"ﬁ ad J Pl f a
i \ P M | ba
S ono- \ s Voow LA N A R i h\k / \
¥ Voo h\”\f \
-1000-
-083- \ Vo Vo e Vo Vo0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 4B S0 52 54 56 5B G0 62 64 66 68 70 72 T4
-86.4- o
f i
80.0- /\ 4 r-h ~ A
H kY
. ”,f”*‘ (9l { L\H ] \a v, "\' I A
4w -70.0 Y ¥y 5—3"\. I/ L] '|I m“
= 9 | | A | !
A B |1 " / | !
=7 .g00- bt \ ! [ / | | o
/ '
e ! I
SBAS Voo ) T \
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 33 40 42 44 46 43 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 6
-425-
-50.0- rll' T
-60.0- n\u_'{ E ;_q\ | )‘_1\
sd 700- ! wd | \ e f \ / \‘ e
Eﬁ -B0.0- ""l,"H\ / ll'u \ u-z/z \k—a\ |'ll H\I\ n HJ
200-r} k wed L—{{MV 1 eed ““ﬁ\ W’ |y
S el Yot
0235, 0 Lo o L Lo o i
12 4 & B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 33 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 €4 66 68 70 7273

Figura 10.3: Visualizacion de la variacién de la apertura de los angulos de las articulaciones cadera,
rodilla y tobillo sobre la marcha de una rata normal en la extremidad derecha.
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Figura 10.4: Representacion grafica del eje fijo formado en la cresta iliaca (linea blanca) y de su unién
con el punto de referencia de movimiento, que es el tobillo (linea roja), inciso A). Ambos tomados
para la reconstrucciéon del movimiento del péndulo, en el ciclo completo de la marcha, inciso B).

10.10. Analisis Estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico, se utilizé el programa GraphPad Prism 6. El
analisis estadistico de las evaluaciones conductuales en campo abierto (BBB y BBBm)
se realizd mediante un ANOVA de una via, seguida de la prueba post-hoc de Tukey
para hacer la comparaciéon multiple e identificar la diferencia entre los 5 grupos des-
pués los 3 meses de tratamiento. El analisis estadistico de la apertura de angulos de
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balanceo, soporte y movimiento pendular de la cinematica de la marcha se efectuaron
mediante un ANOVA de una via con una prueba post hoc Tukey, para poder observar
las diferencias entre los 5 grupos experimentales incluidos. Posteriormente, se realiz
un analisis de correlacion de Pearson para observar la similitud en el uso de las tres
pruebas, donde se comparo el porcentaje de recuperaciéon obtenido por cada grupo de
tratamiento en el tltimo dia de evaluacion de la BBB estdndar y BBBm, y el porcentaje
de recuperacion observado por cada grupo de tratamiento en el movimiento pendular
de la cinemadtica de la marcha. En el presente estudio se considerd significativo una P
< 0.005.
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11. RESULTADOS

11.1. Evaluacion funcional con la BBB estandar

Debido a que la BBBm no es una escala ampliamente utilizada en los pocos estudios
que trabajan en lesiéon de ME, fue necesario evaluar a los grupos con la escala de
la BBB propuesta por Bethie, Basso y Bresnahan en 1995, disefiada para su uso en
modelos de contusion. Se observd que el grupo control obtuvo una calificacion pro-
medio de 1.8 en la escala de la BBB desde las primeras semanas, y de 1.75 la tltima
semana, lo que se traduce a ausencia de movimientos o movimientos limitados en
una o dos articulaciones, o amplio en una y limitado en la otra. Al hacer la com-
paracion entre los grupos tratados contra el grupo control, se observé que todos los
grupos que recibieron algin tratamiento obtuvieron un aumento significativo con una
P<0.0001 (Figura 11.1). El grupo trasplantado con CEMO obtuvo un puntaje prome-
dio de 2.55 la ultima semana de estudio; el grupo NPP mostré un puntaje de 3.25,
el grupo NPP+CEMO, obtuvo un puntaje promedio de 3.85, mientras que el grupo
NPP+CEMO+ChABC present6 una calificacién de hasta 4.18 en las dltimas semanas
de evaluacidn.

Al momento de comparar los grupos (Figura 11.1), se observo que el grupo NPP
y ambos grupos combinados mostraron diferencias significativas cuando fueron com-
parados con el grupo CEMO (los tres grupos con una P<0.0001). Al mismo tiempo
los grupos combinados mostraron diferencias significativas al ser comparados con
NPP (P<0.0001). Entre ambos grupos combinados no se encontré diferencias signi-
ficativas, pero si una tendencia por parte del grupo NPP+CEMO+ChABC a obtener
mayores calificaciones.

11.2. Evaluacion funcional con la BBBm

Para poder evaluar la recuperacion de la funcion locomotora en ratas con LTME por
seccion completa cronica en los diferentes grupos, se utiliz la escala BBBm propues-
ta por M. Antri y D. Orsal, en 2002, desarrollada especialmente para modelos de
seccion completa. El grupo control mostré ausencia de movimientos o movimientos
limitados con calificaciones de 1.25, hasta alcanzar 1.62 en la dltima semana (Figura
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Funcional con la BBB
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Figura 11.1: Evaluacién de la recuperacion funcional mediante la escala BBB estandar. Los gru-
pos con mostraron mejoras significativas en sus puntuaciones en comparacién con el grupo control
(P<0.0001). Los grupos con tratamiento combinado mostraron mejoras significativas al ser compa-
rados con los que recibieron NPP y CEMO (P<0.0001). Cada punto representa el promedio + E.E.
por grupo (n=6). Los braquets grises indican diferencias significativas vs grupo control y los braquets
rojos punteados indican diferencias significativas entre grupos. ****P<0.0001,***P<0.001, *P<0.05.
Nervio periférico predegenerado (NPP), células estromales de médula ésea (CEMO) y condroitinasa
ABC (ChABCQC).

11.2). Todos los grupos que recibieron algun tratamiento incrementaron sus punta-
jes significativamente desde la tercera hasta la tltima semana en comparacién con el
grupo control, teniendo diferencias significativas (Pi0.0001). En las altimas semanas,
el grupo que recibié tratamiento con CEMO alcanzé un promedio de 2.55 en la escala
de la BBBm; el que recibié NPP obtuvo un incremento de hasta 3.7; el grupo con
NPP+CEMO mostré un 5.12, mientras que el grupo NPP+NPP+ChABC obtuvo una
puntuacion de 5.47.

En la comparacién entre grupos (Figura 11.2), el grupo que recibié el NPP y los
grupos con tratamientos combinados mostraron diferencias significativas al ser com-
parados contra el grupo al que se le aplicaron las CEMO: NPP (P<0.001), NPP+CEMO
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y NPP+CEMO+ChABC (P<0.0001). Asi mismo, los grupos combinados mostraron di-
ferencias significativas en comparacién con el grupo NPP: NPP+CEMO y NPP+CEMO+ChABC
(P<0.0001). Aunque no se encontraron diferencias significativas al comparar los gru-

pos con tratamientos combinados, se observd una tendencia a obtener calificaciones

mas altas por parte del grupo tratado con NPP+CEMO+ChABC.

Evaluacién de la Recuperacion
Funcional con la BBBm
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Figura 11.2: Evaluacion de la recuperacion funcional mediante la escala BBBm. Todos los grupos trata-
dos presentaron una mejoria significativa en comparacién con el grupo control (P<0.0001). Los grupos
con tratamiento combinados mostraron diferencias al ser comparados con NPP y CEMO (P<0.0001).
Cada linea representa el promedio + E.E. por grupo (n=6), los braquets grises indican diferencias
significativas vs el grupo de control y los braquets rojos punteados indican las diferencias significativas
entre grupos. ****P<0.0001,***P<0.001, *P<0.05. Nervio periférico predegenerado (NPP), celulas
estromales de médula 6sea (CEMO) y condroitinasa ABC (ChABC).

11.3. Cinematica de la marcha

Debido a que las evaluaciones funcionales de campo abierto con la escala BBB son
semicuantitativas y presentan ciertas limitaciones, se realizd un analisis cuantitativo
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mas preciso utilizando la cinemadtica de la marcha, donde se obtuvo el trazo del segui-
miento de las articulaciones durante la marcha, asi como la amplitud de los angulos
formados por las articulaciones.

En el trazo de la deambulacion del animal (Figuras 11.3, 11.4 y 11.5) se puede
observar que ningun grupo presenté apoyo de apoyo plantar y soporte de peso. El
grupo control presentd ausencia o movimientos limitados constantemente en cadera,
rodilla y tobillo, es decir arrastre completo de la extremidad. En los grupos con trata-
miento Unico no se logré observar movimientos ritmicos que representen a las fases
de ciclo de la marcha. El grupo tratado con NPP presento algunos movimientos leves
no ritmicos ocasionales, pero en menor frecuencia que los animales de los grupos con
tratamientos combinados. Por el contrario, los dos grupos que recibieron tratamientos
combinados, se observaron movimientos frecuentes y ritmicos en las tres articulacio-
nes que podrian estar representando el ciclo de la marcha, donde la fase de balanceo,
que es caracterizada por la ausencia de contacto con el suelo, se ve representada por
un movimiento tipo arco, donde una extremidad sobrepasa el eje de apoyo de la otra
extremidad, mientras que la fase de soporte se observa al finalizar este movimien-
to, donde la rodilla y la parte dorsal de la pata sirven de apoyo con realizaciéon de
movimientos frecuentes contrastando con lo observado en el grupo control.

11.4. Apertura de angulos en el balanceo

Al analizar las amplitudes de los angulos en el balanceo, se encontrd que en la cadera
(inciso A de la Figura 11.6), todos los grupos con tratamiento mostraron un aumen-
to significativo en la apertura del angulo al ser comparados con el grupo control
(P<0.0001); Ia del grupo CEMO con una apertura promedio de 9.13, la del grupo
con NPP con una apertura de 12.35, la del grupo con NPP+CEMO con 15.45, y la
del grupo con NPP+CEMO+ChABC con 14.78. La comparacion entre grupos mostrd
un aumento significativo de los grupos que recibieron tratamientos combinados al
ser comparados con el grupo CEMO, NPP+CEMO (P<0.01) y NPP+CEMO+ChABC
(P<0.05).

En cuanto a la articulacion de la rodilla (inciso B de la Figura 11.6), todos los
grupos tratados mostraron un aumento significativo en la amplitud de los dngulos al
ser comparados con el grupo control (P<0.0001); el grupo que recibio6 CEMO con
una apertura promedio de 7.29, el grupo que recibié NPP con una apertura de 9.77,
el grupo NPP+CEMO con 14.73, y el grupo NPP+CEMO+ChABC con 12.12. La com-
paracién entre grupos morsé que los tratamientos combinados tuvieron un aumen-
to significativo en la amplitud del movimiento cuando fueron comparados contra el
grupo CEMO (P<0.0001) y contra el grupo NPP (NPP+CEMO con una P<0.01 y
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CADERA
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Figura 11.3: Trazos del movimiento de deambulacién de la cadera (linea negra marcada), en una
rata representativa para cada grupo y una rata normal, donde se observan los movimientos ritmicos de
soporte (S) y de balanceo (B). Se identifica en los grupos con tratamientos combinados dobles y triples,
a diferencia del grupo control y de los tratamientos Unicos, la presencia de movimientos frecuentes y
ritmicos que pueden estar representando el ciclo de la marcha.

NPP+CEMO+ChABC con una P<0.05).

En la articulacion del tobillo (inciso C de la Figura 11.6), todos los grupos tra-
tados mostraron un aumento significativo en la amplitud de los dngulos en compa-
racion con el grupo control (P<0.0001); el grupo con CEMO obtuvo una apertura
promedio de 3.81, NPP con una apertura de 9.86, NPP+CEMO con 12.86, y el grupo
NPP+CEMO+ChABC con 11.44. En la comparacién entre grupos se pudo observar
como el grupo NPP y los grupos que recibieron tratamientos combinados mostraron
un aumento significativo en la apertura del movimiento en comparacién con el grupo
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Figura 11.4: Trazos del movimiento de deambulacion de la rodilla (linea negra marcada), en una
rata representativa para cada grupo y una rata normal, donde se observan los movimientos ritmicos de
soporte (S) y de balanceo (B). Se identifica en los grupos con tratamientos combinados dobles y triples,
a diferencia del grupo control y de los tratamientos Uinicos, la presencia de ciclos que representan el
ciclo de la marcha.

CEMO (NPP con una P<0.05, NPP+CEMO con una P<0.05, NPP+CEMO+ChABC
con una P<0.001), también se pudo observar como el grupo NPP+CEMO mostré un
aumento significativo cuando se comparo con el grupo con NPP (P<0.05).
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Figura 11.5: Trazos del movimiento de deambulacién de la rodilla (linea negra marcada), en una
rata representativa para cada grupo y una rata normal, donde se observan los movimientos ritmicos
de soporte (S) y de balanceo (B). Se identifica en los grupos con tratamientos combinados dobles y
triples a diferencia del grupo control y de los grupos con tratamientos Unicos, la presencia de ciclos
que representan el ciclo de la marcha.

11.5. Apertura de angulos en el soporte

Al analizar las amplitudes de los dngulos en el soporte se encontrd que en la articula-
cién de la cadera (inciso A de la Figura 11.7) todos los grupos con tratamiento mos-
traron un aumento significativo al ser comparados con el grupo control (P<0.0001);
el grupo trasplantado con CEMO con una apertura promedio de 15.51, el grupo
NPP con una apertura de 21.02, el grupo NPP+CEMO con una de 28.20, y el grupo
NPP+CEMO+ChABC con 31.04. Al hacer la comparacion entre grupos observamos
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Figura 11.6: En la figura se observa la amplitud de los angulos del balanceo. A) se observa la amplitud
de la fase de balanceo en la cadera; B) se observa la amplitud de la fase de balanceo en la rodilla; C)
se observa la amplitud de la fase de balanceo en el tobillo. Cada columna representa el promedio +
E.E (n=5). Los braquets grises indican diferencias significativas vs grupo control y los braquets rojos
punteados indican las diferencias significativas entre grupos. ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01.

Nervio periférico predegenerado (NPP), celulas estromales de médula ésea (CEMO) y condroitinasa
ABC (ChABQ).

que los grupos que recibieron tratamientos combinados mostraron un aumento sig-
nificativo en comparacion con el grupo CEMO (NPP+CEMO y NPP+CEMO+ChABC
con una P<0.001). también se encontré que solamente el grupo NPP+CEMO +ChABC
mostré un aumento significativo al ser comparado con el grupo NPP (P<0.05).

Al evaluar la articulacion de la rodilla (inciso B de la Figura 11.7) se observd
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que todos los grupos tratados obtuvieron un aumento significativo en la amplitud
del angulo al ser comparados contra el grupo control (P<0.0001); el grupo tras-
plantado con CEMO con una apertura promedio de 11.89, el grupo NPP con una
apertura de 17.20, el grupo NPP+CEMO de 26.01, y el grupo NPP+CEMO+ChABC
de 22.93. Al realizar la comparacién entre grupos se encontrd que el grupo con NPP
y los grupos con tratamientos combinados obtuvieron un aumento significativo en
la amplitud del dngulo en comparacién con el grupo CEMO (NPP con una P<0.05
NPP+CEMO y NPP+CEMO+ChABC con una P<0.0001). también se encontré que
los grupos con tratamientos combinados tuvieron un aumento significativo en la am-
plitud del dngulo en comparacién con el grupo NPP (NPP+CEMO con una P<0.01 y
NPP+CEMO+ChABC con una P<0.05).

Respecto a la articulacion del tobillo (inciso c de la Figura 11.7) se encontré que
los grupos con tratamiento presentaron un aumento significativo en la amplitud del
angulo al hacer la comparacién contra el grupo control (P<0.0001);el grupo trasplan-
tado con CEMO con una apertura promedio de 6.25, el grupo NPP con una apertura
de 18.6, el grupo NPP+CEMO con 24.08, y el grupo NPP+CEMO+ChABC con 22.13.
En la comparacién entre grupos, se observd que tanto el grupo NPP como los gru-
pos que recibieron tratamientos combinados mostraron un aumento significativo en
la amplitud del dngulo en comparacién con el grupo CEMO (NPP con una P<0.01,
NPP+CEMO con una P<0.001 y NPP+CEMO+ChABC con una P<0.0001).

11.6. Movimiento pendular

En el andlisis del movimiento pendular se observd que la apertura del movimiento del
grupo control fue reducida, con una apertura promedio de 2.72 (inciso B de la Figura
11.8). Se encontr6 que todos los grupos tratados mostraron un aumento significativo
en la apertura del movimiento contra el grupo control (P<0.0001) (inciso A de la Fi-
gura 11.8), el grupo CEMO con una apertura promedio de 4.07, el grupo NPP con una
apertura de 7.82 (inciso C de la Figura 11.8), el grupo NPP+CEMO con una apertura
promedio de 10.19 (inciso D de la Figura 11.8), el grupo NPP+CEMO+ChABC con
una apertura promedio de 9.4. Al hacer la comparacién entre grupos se observo que
el grupo NPP y combinados presentaron una mejoria significativa en la amplitud del
movimiento en comparacion con el grupo CEMO (NPP con una P<0.05, NPP+CEMO
y con una NPP+CEMO+ChABC con una P<0.001).
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Figura 11.7: En la figura se observa la amplitud de los d&ngulos en el soporte. En el panel A) se observa
la amplitud de la fase de balanceo en la Cadera; en el panel B) se observa la amplitud de la fase de
balanceo en la Rodilla; y en el panel C) se observa la amplitud de la fase de balanceo en el tobillo.
Cada columna representa el promedio + E.E. (n=5). Los braquets grises indican diferencias significa-
tivas vs grupo control y los braquets rojos punteados indican diferencias significativas entre grupos.
****¥P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01. Nervio periférico predegenerado (NPP), celulas estromales de
médula 6sea (CEMO) y condroitinasa ABC (ChABC).

11.7. Comparacion de pruebas de evaluacion

Al realizar el analisis de la correlacidon entre los porcentajes de recuperacion obser-
vados por los grupos con los diferentes tratamientos y en las diferentes pruebas de
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Figura 11.8: A) Se observa la grafica de comparacién de la apertura de los angulos del movimiento
pendular. En las figuras de la derecha se observa la apertura del angulo del péndulo en un animal
representativo para el grupo control (B), para el grupo NPP (C), asi como para el grupo NPP+CEMO
(D). Cada columna representa el promedio + E.E (n=5). Los braquets grises indican diferencias signi-
ficativas vs grupo control y los braquets rojos punteados indican diferencias significativas entre grupos.
**x*%P<0.0001, **P<0.01. Nervio periférico predegenerado (NPP), celulas estromales de médula 6sea
(CEMO) y condroitinasa ABC (ChABC).

evaluacion funcional, se observo que los coeficientes de correlacion (r) fueron de
r=0.98 entre las pruebas BBB estandar y BBBm (inciso A de la Figura 11.9), r=0.98
entre las pruebas BBB estandar y el mov. pendular (inciso B de la Figura 11.9), y
de r=0.96 entre las pruebas BBBm y el mov. pendular (inciso C de la Figura 11.9).
Esto nos indica que existe una alta correlacién entre los resultados que se obtienen
con las pruebas BBB, BBBm y cinemadtica del movimiento, por lo que puede utilizarse
cualquiera de ellas para evaluar el grado de recuperacion funcional después de una
LTME por seccion completa fase cronica.
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Figura 11.9: Se observan las nubes de dispersién de los porcentajes de recuperacién observados en
cada grupo de tratamiento, entre las pruebas BBB estandar y BBBm (A), BBB estandar y mov. pendular
(B), y entre la BBBm y el mov. pendular (C). linea de tendencia (Iinea punteada azul); la ecuacién del
grafico (y=mx -b); y el coeficiente de correlacion de Pearson (1)
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12. DISCUSION

Con el propdsito de observar el efecto del uso de los tratamientos tinicos y combi-
nados después de una LTME por seccion completa fase crénica, en este trabajo se
propuso evaluar el efecto en la recuperacion funcional del uso del trasplante de tra-
tamientos unicos con CEMO o NPP, y de los tratamientos combinados NPP+CEMO y
NPP+CEMO+ChABC, a través de dos escalas de evaluaciéon motoras BBB estandar y
BBBm, y un andlisis cinematico de la marcha, para observar cual promueve un mayor
aumento en la funciéon locomotora del tren posterior.

La escala de evaluacion funcional de la BBB estandar, es uno de los métodos mas
registrado en la literatura para la lesién de médula espinal. En su version modificada
por M. Altri y cols. en 2002, les permitié observar una curva de recuperacién funcio-
nal mas marcada, debido a que la BBB estandar no considera ciertas caracteristicas
importantes en la coordinaciéon del movimiento entre ambas extremidades inferiores
(58). En este trabajo se utilizaron las dos escalas, encontrandose que los grupos se
comportaron de una manera similar, observandose las mismas diferencias significa-
tivas, los mismos porcentajes de recuperacién, asi como un valor de correlacion alto
entre ambas escalas, lo que nos indica que ambas escalas nos permiten observar la
recuperacion y es indiferente el uso de una o la otra. Por otro lado, la cinematica de
la marcha es otro método menos utilizado que permite estudiar detalladamente la es-
tructura del movimiento mediante en el rastreo del movimiento de las articulaciones
involucradas en la marcha, incluyendo las fases de balanceo y soporte y a través de
las mediciones de los dngulos y del desplazamiento de las articulaciones (125). Este
analisis es mas preciso para extraer informacion de la estructura del movimiento y
para evaluar la efectividad de los tratamientos. Después de haber realizado el analisis
de correlacién entre los tres métodos de evaluacion, observamos que la cinemati-
ca tuvo una correlacién alta con las dos escalas de evaluacion funcional de campo
abierto BBB y BBBm, demostrando que la recuperacion observada es consistente, y
que, ademas, los tres métodos de evaluacion son igual de eficientes para observar la
recuperacién de la funcidon locomotora.
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12.1. Efecto en la recuperacion funcional después de
la aplicacion de los tratamientos unicos

Efecto en la recuperacion funcional después de la aplicacion del
tratamiento tinico con Células Estromales de Médula Osea

El efecto del uso de CEMO después de una LTME, ha sido estudiado en distintos
trabajos, tanto en su trasplante como tratamiento Unico y en combinaciéon con otros
tratamientos. Liang y cols. y Luo y cols. en 2009, reportaron la inyeccién de 500 000
y de 3 millones de CEMO en el drea de lesién después de una LTME de tipo sec-
cién completa en fase aguda, donde ambos demostraron una mejoria de 4 puntos en
la escala BBB estandar sobre la calificacién obtenida por el grupo sin células a las
10 semanas de tratamiento [82, 83]. El trasplante de CEMO mostré mejoras en el
recuperacién del tejido, donde se observé un aumento en la regeneracion axonal y
reduccion del area lesionada, disminucion de la muerte celular por apoptosis, dife-
renciacion de las células implantadas a linaje neural y mejoras en la conductividad
eléctrica de los estimulos [82, 83].

En el presente trabajo el grupo tratado con CEMO mostrdé un incremento en los
puntajes obtenidos al ser comparado contra el grupo control, observandose una re-
cuperacion del 12% (4 en la BBBm y 3 en la BBB estandar) en ambas escalas, y del
10% en el analisis del movimiento pendular. Mientras que el grupo control mostrd
una recuperacién cercana al 8% en ambas escalas y en el andlisis del movimiento
pendular. El andlisis de la cinematica de la marcha también nos permitié observar la
presencia de movimientos poco estructurados en la reconstruccién de los trazos de
las articulaciones sobre la marcha, a diferencia de lo observado en el grupo control,
donde se observo un completo arrastre de la extremidad. Al hacer el analisis de los
movimientos de las articulaciones cadera, rodilla y tobillo, en fase de soporte y balan-
ceo, observamos un aumento significativo en la amplitud de los dngulos de un 25%
en el grupo tratado con CEMO, a diferencia del 10 % observado en el grupo control.

Nuestros resultados concuerdan con los trabajos que han reportado previamente
el uso de las células y su evaluacion con la escala BBB estandar, donde también se
ha observado un aumento de los grupos tratados con CEMO por sobre el grupo con-
trol, pero con la diferencia de que en este trabajo el aumento obtenido fue menor,
esto puede deberse al tipo de modelo como al nimero de células trasplantadas. Se ha
sugerido que puede haber una relacién en funcion de la cantidad de células adminis-
trada, pero hasta el momento no existe trabajo alguno que establezca una cantidad
optima para el trasplante en LTME, por lo que el uso de 125,000 pudo limitar la re-
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cuperacion. Ademas, los resultados de la cinemadtica nos permitieron observar que el
movimiento completo de ambas extremidades posteriores, y de las 3 articulaciones,
se vio favorecido con cierto grado de recuperacion después del trasplante de CEMO
por sobre el grupo control.

El uso de CEMO en modelos de LTME han mostrado una amplia gama de benefi-
cios tréficos y reguladores, su facil obtencion, su relativa seguridad debido a que no
induce el desarrollo de tumores y que su uso clinico esta ausente de consideraciones
éticas, las vuelven mas atractivas para su uso en LTME que otros tipos de células. Se
ha demostrado su papel en la neuroproteccion y la estimulacién de la regeneracion
axonal, debido a la expresién paracrina de neurotrofinas y factores de crecimiento,
como BDNF, NGF, GDNF, VEGF y FGF [77, 78, 79]. Luo y cols. y Cantinieaux y cols.
en 2012, observaron que su uso reduce la apoptosis e incrementa la neuroproteccion,
revascularizacion y reduccion del area de cavitacién [78, 112], Akiyama y cols. en
2002 y Ding y cols. en 2014, observaron que favorecen la mielinizacién y mejoran
la conductividad [113, 114]. Mercedes Zurita y cols. en 2004 y 2006, Liang y cols.
y Luo y cols. en 2009, observaron que promovian al crecimiento axonal, al servir de
soporte estructural; también reportaron su diferenciacion a linaje neural, lo que pro-
mueve la formacién de nuevas conexiones axonales y relevos en los circuitos espinales
[80, 81, 82, 83]. Diversos trabajos han descrito el efecto de modulacion de las CEMO
sobre el sistema inmune, sobre la migracién, diferenciacién, proliferacién y activacion
de células como los lifocitos Tc, lifocitos B, células dendriticas y Natural Killers a través
de la expresion de diversas citosinas, lo que también se promueve neuroproteccién y
reduccion del area afectada [115]. Estas células probablemente estén favoreciendo la
recuperacién funcional a través de estas propiedades neuroprotectoras y regenerati-
vas, como lo son el aumento de la expresién de factores de crecimiento, la extensién
de prolongaciones, la diferenciacion a linaje neural, lo que podria estar favoreciendo
la regeneracién, neuroproteccion, la activacion y renovacién de los circuitos involu-
crados en el movimiento, permitiendo observar cierto grado de mejoria por sobre lo
observado en el grupo control.

Efecto en la recuperacion funcional después de la aplicacion del
tratamiento unico con Nervio Periférico Predegenerado

El uso del injerto de NPP como tratamiento Unico se ha reportado en distintos
modelos de LTME. Buzoianu-Anguiano y cols. en 2015, obtuvieron puntajes cercanos
a 4 en la BBB estdndar a los dos meses de haber trasplantador NPP predegenerado
21 dias, en un modelo de LTME de tipo seccidn completa fase crénica, mostrando
mejoras en la regeneracién axonal en la zona distal y aumento en la remielinizacién
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en comparacion con el grupo control [88]. En otros trabajos como los de Pierdona
Guzen y cols. en 2012 y Nordblom y cols. en 2009, se ha reportado su uso como NPF
en LTME fase aguda, ambos observaron un incremento cercano a 3 puntos en la esca-
la BBB estandar a los 2 meses de tratamiento, asi como aumento en la regeneraciéon
axonal a través del injerto y las zonas de transicién hospedero-injerto y aumento en la
remielinizacion, aunado a una mejoria en la conductividad de los potenciales evoca-
dos motores o somatosensoriales a los 6 meses después del tratamiento, lo que puede
significar que la regeneracién axonal estd formando conexiones axonales funcionales
[90, 91].

En el presente trabajo, el grupo que recibio el implante de NPP mostré una mejoria
en la recuperacion funcional cercana al 15% en ambas escalas (5 puntos en la BBBm
y 4 en la BBB estdndar) y en el andlisis de la apertura del movimiento pendular, con
un aumento significativo a lo observado en el grupo control, lo cual concuerda con los
resultados observados por Buzoianu-Anguiano y cols, pero sin una mejoria significa-
tiva en comparacion con el grupo que recibi6 el trasplante inico de CEMO. Ademas,
se pudo notar la presencia de movimientos poco estructurados y poco frecuentes en
la reconstruccion de los trazos de las articulaciones sobre la marcha, a diferencia de
lo observado en el grupo control. Al hacer el andlisis de los movimientos de las ar-
ticulaciones cadera, rodilla y tobillo, en fase de soporte y balanceo, observamos un
aumento significativo en la amplitud de los dngulos de un 35% en el grupo tratado
con NPP, aumentando la amplitud de los movimientos en comparacién con el grupo
CEMO. Consideramos que el aumento en la amplitud de los movimientos observado
en el grupo tratado con NPP, a comparacion con el grupo tratado con CEMO, se puede
deber a que en el grupo que recibi6 CEMO el hueco de 6mm en la ME estaba vacio,
mientras que en el grupo que recibié el implante de NPP, el hueco fue rellenado con
los segmentos del NPP.

Debido a lo descrito en la literatura del uso del NPP en LTME, es posible que el
NPP esté potenciando la capacidad de regeneracion axonal a larga distancia a través
del injerto y produciendo alguna reconexion funcional con algun circuito neuronal
involucrado en la marcha en la zona distal, a diferencia de lo observado en el grupo
control y el tratamiento con CEMO. El uso de NPP ha demostrado la capacidad para
promover la regeneracién axonal, ya que sirve como guia y soporte para el crecimien-
to axonal, debido a la estructura longitudinal, a la presencia de proteinas como las
moléculas de adhesion celular (CAM), las proteinas de matriz extracelular como lami-
nina y fibronectina, asi como la regulacién en la expresién de factores neurotroficos
por parte de las células de Schwann como NT3 y GDNF, que favorece el microambien-
te para la regeneracion y la neuroproteccion del tejido [116, 117, 118]. El aumento
que observamos en la funcionalidad también pudo verse beneficiado debido a la pre-

57



Evaluacion de la funcion locomotora después de una LTME en ratas adultas con
seccion completa y cronica de médula espinal

degeneracién de nervio 21 dias, ya que los NPP a diferencia de los NPF, presentan un
microambiente mas permisivo para la regeneracion axonal, debido a que la expresion
de citosinas antiflamatorias y factores de crecimiento se ven incrementados [92, 93].

12.2. Efecto en la recuperacion funcional después de
la aplicacion de los tratamientos combinados

Efecto en la recuperacion funcional después de la aplicacion del
tratamiento combinado de Nervio Periférico Predegenerado con
Células Estromales de Médula Osea

Al contrario de lo observado con los tratamientos tinicos, en el grupo con tratamiento
doble, observamos una recuperacion cercana al 20 % en ambas escalas funcionales (6
en la BBBm y 5 en la BBB estandar) con un aumento significativo al ser comparados
con los dos grupos con tratamiento unico. En la apertura del movimiento pendular
se observo una recuperacién cercana al 22 %, a diferencia de lo observado en los dos
grupos con tratamientos tnicos y el control. En cuanto a los trazos formados en la
marcha se observd que, a diferencia de los tratamientos tnicos, este grupo mostro la
presencia de movimientos amplios, ritmicos y frecuentes, y que estos fueron mas am-
plios en la cadera y en la rodilla, a diferencia de lo observado en el tobillo. El andlisis
de la amplitud de los movimientos de las articulaciones cadera, rodilla y tobillo en
ambas fases, mostré un aumento cercano al 50 % en este grupo, a diferencia de lo ob-
servado en los grupos con tratamientos tnicos y el control. Lo que nos habla de que la
combinacion de los tratamientos esta presentando un efecto mayor que su aplicacion
por separado para este tipo de LTME sobre la recuperacién de la funcionalidad.

Esta mejoria del uso combinado de NPP y CEMO concuerda con los resultados
obtenidos por Buzoianu-Anguiano y cols., quienes demostraron que la misma combi-
nacion de tratamientos después de una LTME por seccién completa en fase crénica,
permite alcanzar hasta 5 puntos en la escala de la BBB estdndar a los 2 meses de
evaluacion, con mayor presencia de fibras axonales que sobre el injerto y en la zo-
na distal, asi como en la remielinizacién, en comparacién de lo que se observa con
el grupo trasplantado tinicamente con NPP [88]. Trabajos como los realizados por
Tsai y cols. en 2005, Lee y cols. en 2002 y Pierdona y cols. en 2012 mostraron los
beneficios de la combinacién del NPF con la adicién de FGF después de 3 meses de
tratamiento, donde observaron un aumento en la recuperacién funcional, obteniendo
calificaciones de 5 en la escala BBB estdndar, un mayor aumento en la regeneracion
de axones y en la remielinizacién, y un aumento en la mejoria de la conductividad
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de MEP y SSEP, a diferencia de lo observado en los grupos con su aplicacién tnica o
por separado [90, 91, 96]. Se cree que el uso de la combinaciéon de NPP y CEMO esta
produciendo resultados favorables y significativos en la recuperaciéon funcional del
tren posterior, debido a la suma de propiedades regenerativas y neuroprotectoras que
han sido observadas después de trasplantar las CEMO, como la secrecion de factores
tréficos, extension de prolongaciones y diferenciacion a linaje neural, sumado a las
propiedades observadas después del trasplante de NPP, como la secrecién de citosinas
antinflamatorias, factores tréficos y presencia de proteinas de adhesion, lo que podria
estar fomentando el aumento de la regeneracion axonal y en la formacién de reco-
nexiones funcionales, con circuitos distales involucrados en la marcha. El aumento
en la amplitud de cada articulacion y el movimiento pendular estan indicando que
existe una posible reconexién axonal de algun tracto descendiente involucrado en la
actividad locomotora de las extremidades posteriores, o, a través de la formacion de
alguin relevo que estaria actuando sobre los circuitos involucrados en la marcha y en
la movilidad de las articulaciones

Efecto en la recuperacion funcional después de la aplicacion del
tratamiento combinado de Nervio Periférico Predegenerado con
Células Estromales de Médula Osea y Condroitinasa ABC

Respecto al uso del tratamiento triple, se observd una recuperacion cercana al
22% en ambas escalas funcionales (6 en la BBBm y 5 en la BBB estandar) y en la
apertura del movimiento pendular, muy parecido a lo observado en el grupo el con
tratamiento doble, con un aumento significativo en comparacién de los dos grupos
con tratamiento Unico y el grupo control, lo que recalca que el uso combinado de
NPP y CEMO es mejor que su aplicacién por separado. En cuanto a los trazos forma-
dos en la marcha, este grupo mostro la presencia de movimientos amplios, ritmicos y
frecuentes, que fueron mds amplios en la cadera y en la rodilla, a diferencia de lo ob-
servado en el tobillo. Ademads, al igual que el grupo con tratamiento doble, se observd
un aumento significativo en la amplitud de los movimientos de las articulaciones ca-
dera, rodilla y tobillo en ambas fases, cercano al 50%. Cabe mencionar que no se
observd en ninguna evaluacién funcional un aumento significativo al ser comparado
con el grupo con tratamiento doble.

En otros trabajos que han reportado la adicién de ChABC encontramos el estudio
de Tom y cols. en 2009, donde el uso de un NPP 7 dias, en conjunto con GDNF y
ChABC, se observé que el grupo con ChABC, mostraba un incremento de hasta 2
puntos en la escala BBB estdndar sobre el grupo sin ChABC [99]. Fouad y cols. en
2005 y Xiong y cols. en 2016, demostraron que la adicién de ChABC a dos diferentes
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tratamientos después de una LTME por seccion completa fase aguda, incremento por
2 y 3 puntos sobre el puntaje obtenido de los grupos de tratamiento sin la ChABC en
la escala de la BBB estdndar, esta mejoria en la funcién motora estuvo acompafada de
un aumento en el numero de fibras axonales que cruzaban la zona de lesién [74, 102].

La ChABC rompe los condroitin sulfatos de los proteinglicanos secretados por los
astrocitos reactivos en la cicatriz fibroglial, los cuales inhiben el crecimiento neuritico
y juegan un papel importante previniendo la regeneracion después de una lesién del
SNC [119, 120]. Su administracién en el sitio de lesion ha reportado promover la
plasticidad y regeneracién de axones lesionados, produciendo una mejoria en la re-
cuperacion funcional [99, 120]. En este trabajo el uso de la enzima ChABC no mostré
una mejoria aditiva en la recuperacion locomotora al ser comparado con el grupo con
tratamiento doble, por lo que creemos que el uso de la administracién de una dosis
Unica no es suficiente para aumentar la regeneracion axonal en el sitio de trasplante.
Esta limitada mejoria se puede deber probablemente al tiempo de digestién de los
condroitin sulfatos en la cicatriz fibroglial por parte de la ChABC, ya que se ha repor-
tado que su actividad enzimatica disminuye hasta un 25 % después de 7 a 10 dias de
la administracion a 37°C [99, 119].

En cuanto a la mejora en la amplitud de los trazos de la cadera y la rodilla por
sobre lo observado en el tobillo en los dos grupos con tratamientos combinados. Es-
to puede deberse a la organizacién de los circuitos de los CGPs para la locomocion,
donde las motoneuronas encargadas de activar y regular los movimientos flexores
y extensores de la cadera y la rodilla se ubican entre las vértebras lumbares 3 y 5
(L3-L5), que se encuentran mas cercanas a la zona de trasplante, mientras que los
movimientos del tobillo se ubican mds lejos, entre los segmentos espinales L6-S1
(27). En algunos trabajos se ha reportado que el CGP encargado de la iniciacion del
movimiento y la coordinaciéon de ambas extremidades posteriores, se ubica entre la
L1-L2 que se encuentran mas cercana a la zona de trasplante, favoreciendo el aumen-
to de movimientos alternos, frecuentes y la coordinacion entre ambas extremidades
inferiores en los grupos con tratamientos combinados a diferencia de los grupos con
tratamientos unicos (130).

12.3. Mecanismo de regeneracion propuesto

Esta mejoria en la funcién locomotora observada en el analisis cinematico de la mar-
cha, y en las evaluaciones funcionales de campo abierto, obtenida con la aplicacion de
los tratamientos combinados en comparacién con los grupos con tratamientos tinicos,
puede ser el resultado de la suma de los efectos benéficios de cada uno de los trata-
mientos, que, podrian estar creando un microambiente mdas propicio para la neuro-
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proteccion y la regeneracion axonal. Tuszynski y cols. en 2010, formulan tres hipétesis
para la reinervacién axonal: la primera es la regeneracion axonal a larga distancia, se-
guida de la formacion de sinapsis en células o circuitos diana apropiados; la segunda
es la regeneracion axonal a corta distancia por parte de los axones dafiados, seguida
de la formacién de sinapsis para crear relevos a objetivos distales; la tercera es la
ramificacién axonal por parte de axones no dafiados, que mantienen la conectividad
mas alla del sitio de la lesion, y que logran establecer nuevas sinapsis funcionales con
células o circuitos diana, previamente desconectados por el dafio [50]. Es probable
que el NPP, este promoviendo la regeneracion axonal a larga distancia, al servir como
guia y soporte para el crecimiento axonal, gracias a su estructura longitudinal y a la
presencia de proteinas N-CAM, integrinas y fibronectinas, que facilitan la elongacién
axonal, asi como por la expresidn de factores de crecimiento por parte de las células
de Schwann y los macréfagos, lo que favorece la regeneracion axonal y la neuropro-
teccion del tejido como NT-3 y GDNF [116, 117, 118]. Ademas, se creé que el uso de
las CEMO podria estar fomentando el aumento en la recuperacion funcional a través
de la secrecidn de factores como BDNF, NGF, NT-3, GDNF y FGF , que favorecen la
neuroproteccion, remielinizacion, diferenciacién a linaje neural, regeneracién axonal,
asi como la ramificacion axonal, lo cual se ha reportado en distintos estudios, tam-
bién se ha observado que su administracién provee de sustrato de adhesion para el
recrecimiento axonal debido a la extension de prolongaciones que podrian estar faci-
litando la creacion de relevos en los circuitos neuronales involucrados en la marcha.
Esta suma de factores podria estar facilitando la reconexién funcional con objetivos
distales, ya sea con neuronas o circuitos diana involucrados en la actividad locomo-
tora del tren posterior, lo que permite observar estas mejoras en comparacion con los
grupos con tratamientos unicos [126, 127, 128].
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13. CONCLUSION

En el presente trabajo se demostréd que con el uso de los tratamientos combinados
NPP+CEMO+ChABC y NPP+CEMO, se obtuvo un mayor grado de recuperacion fun-
cional, mostrando una mayor amplitud de los movimientos, frecuencia y coordina-
cién entre ambas extremidades posteriores, a diferencia de los tratamientos tinicos
con NPP y CEMO, que, aunque también presentaron cierta mejoria, esta fue limitada.
Por lo anterior, el uso de tratamientos combinados es una mejor alternativa que su
uso en tratamientos tinicos para lograr una mejor recuperacion funcional después de
una LTME.
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ANEXO A. Escala de l1a BBB estandar

No. Descripcion

OO UThA WN -

Ju
o

11
12
13
14
15

16

17

18

19

20

21

22

No se observan movimientos en ambas patas traseras (PT)

Movimiento limitado (arco < 50%) de una o dos articulaciones, usualmente cadera y/o rodilla
Movimiento amplio (arco > 50 %) de una articulacién con o sin movimiento limitado de la otra
Movimiento amplio de dos articulaciones

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

Movimiento limitado de dos articulaciones y amplio de la tercera

Movimiento amplio de dos articulaciones y limitado de la tercera

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

Movimientos ritmicos (coordinados) de ambas PT sin soporte de paso o colocacién de la planta,
pero in soporte de peso

Colocacion plantar con soporte de paso cuando no estd caminando o pasos ocasionales (< al

50 %), frecuente (51% a 94 %), o constantes (95 % a 100 %) con soporte de peso dorsal, sin
apoyo plantar

Pasos ocasionales con soporte de paso plantar, sin coordinacion entre patas delanteras (PD) y PT
Pasos frecuentes o constantes con soporte de paso plantar, sin coordinacién entre PD y PT

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

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

Pasos plantares y coordinacién entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacién de los
dedos ocurre frecuentemente cuando avanza la para hacia al cuerpo, pero la rota al levantarla
Lo mismo que el punto anterior, pero al levantar la pata la mantiene alineada (sin rotar)

La separacién de los dedos es constante durante la marcha. Al hacer contacto con el piso
predomind la alineacidn paralela de la pata al cuerpo, pero la rota al levantarla

Pasos plantares y coordinacion entre PD y PT constantes durante la marcha. La separacion de los
dedos ocurre constantemente durante la marcha. Al hacer contacto con el piso y levantar,
predomind la alineacidn paralela de la pata al cuerpo. Arrastra la cola parte o todo el tiempo
Pasos plantares, marcha coordinada y separacion de dedos constantes. Al hacer contacto con el
piso y levantar, predominé la alineacién paralela de la pata al cuerpo, cola levantada
constantemente e inestabilidad de tronco

Lo mismo que el punto anterior, pero con tronco constantemente estable

74



ANEXO B. Escala de la BBB modificada

Puntaje del Movimiento  Alternancia Amplitud Soporte de Colocacion
desempeiio Der-I1zq peso corporal plantar de pie
motor
Nivel 1
0 No - - - -
1 Espasmos - - - -
débiles
Nivel 2
2 Si No Corta - -
3 Si No Amplio - -
4 Si Ocasional Corto - -
5 Si Ocasional Amplio - -
6 Si Frecuente Corto - -
7 Si Frecuente Amplio - -
8 Si Cnsistente Corto - -
9 Si Consistente Amplio - -
Nivel 3
10 Si Si Amplio Ocasional -
Nivel 4
11 Si Ocasional Amplio No Ocasional
12 Si Frecuente Amplio No Ocasional
13 Si Frecuente Amplio Ocasional Ocasional
14 Si Consistente Amplio No Ocasional
15 Si Consistente Amplio Ocasional Ocasional
16 Si Frecuente Amplio Frecuente Frecuente
17 Si Frecuente Amplio Frecuente Consistente
18 Si Frecuente Amplio Consistente Frecuente
19 Si Frecuente Amplio Consistente Consistente
20 Si Existente Amplio Consistente Ocasional
21 Si Existente Amplio Consistente Frecuente
22 Si Existente Amplio Consistente Consistente
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