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RESUMEN

Las lesiones en la médula espinal afectan al sistema nervioso central, cuyas repercusiones
pueden llegar a la perdida de la funciéon neuronal de forma devastadora y permanente. Esto
se debe a la perdida de la reconexidn axonal, que resulta en la paralisis y perdida de
sensibilidad del cuerpo, asi como la perdida de diversas funciones auténomas; la severidad
del dafo depende del nivel y la intensidad del traumatismo. La fisiopatologia de la lesion
medular comprende tres etapas; lesion primaria, lesion secundaria y cicatrizacion glial. De
estos eventos, la cicatrizacion glial al tratar de limitar el dafio en la médula espinal impedira de
una manera irreversible la regeneracion axonal y la reconexion neuronal en la zona de la lesién
primaria. Desafortunadamente, a la fecha no existe tratamientos capaces de promover

regeneracion neuronal que permita revertir la discapacidad motora y sensorial.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto morfo-funcional del péptido AVIFM derivado
de la proteina de adhesién del cemento radicular HACD1/CAP (péptido) y de la Hidrazida del

acido 4-aminobenzoico (Hidrazida) en un modelo murino de lesién en médula espinal.

Para cumplir nuestros objetivos, utilizamos un modelo de lesién moderada de médula espinal
en 60 ratas hembra de la cepa Long-Evans que fueron divididas en tres grupos control (lesion,
lesiébn mas desbride y lesion mas desbride mas vehiculo) y tres grupos experimentales (lesién
mas desbride mas péptido, lesion mas desbride mas Hidrazida y lesion mas desbride mas
péptido e Hidrazida). El desbridamiento y la colocacion de los implantes se realizé 24 horas
post-lesion, la evaluacién funcional se realiz6 cada semana durante 8 semanas mediante la
escala BBB. Las ratas se sacrificaron al concluir el periodo de evaluacién para realizar el

estudio histologico.

Nuestros resultados muestran que el péptido en combinacién con la Hidrazida promueve la
recuperacion de la funcidon motora y la sobrevida de los sujetos de estudio. Estos hallazgos
promueven el uso de los péptidos cemento especificos en tejidos diferentes a los tejidos

mineralizados.



ABSTRACT

Spinal cord injuries affect the central nervous system, the repercussions of which can lead to
a devastating and permanent loss of neuronal function. This is due to the loss of axonal
reconnection, which results in paralysis and loss of sensation of the body, as well as the loss
of various autonomous functions; the severity of the damage depends on the level and intensity
of the trauma. The pathophysiology of spinal cord injury comprises three stages; primary injury,
secondary injury, and glial scarring. Of these events, glial scarring in trying to limit spinal cord
damage will irreversibly prevent axonal regeneration and neuronal reconnection in the area of
the primary injury. Unfortunately, to date there are no treatments capable of promoting neuronal

regeneration that allows reversing motor and sensory disability.

The objective of this work was to evaluate the morpho-functional effect of the AVIFM peptide
derived from the adhesion protein of root cement HACD1 / CAP (peptide) and from the

hydrazide of 4-aminobenzoic acid (Hydrazide) in a murine model of spinal cord injury. spinal.

To meet our objectives, we used a model of moderate spinal cord injury in 60 female rats of
the Long-Evans strain that were divided into three control groups (lesion, lesion plus
debridement and lesion plus debride plus vehicle) and three experimental groups (lesion plus
debridement plus vehicle). more debride more peptide, more debride lesion plus Hydrazide and
more debride lesion plus peptide and Hydrazide). Debridement and implant placement was
performed 24 hours post-injury, functional evaluation was performed every week for 8 weeks
using the BBB scale. The rats were sacrificed at the end of the evaluation period for the

histological study.

Our results show that the peptide in combination with Hydrazide promotes the recovery of motor
function and survival of the study subjects. These findings promote the use of specific

cementum peptides in tissues other than mineralized tissues.



INTRODUCCION

La lesién de médula espinal es una condicién severa que implica la pérdida de la funcion
sensitiva y motora debajo del sitio de lesion, ademas de alterar las funciones auténomas
correspondientes. Después de un traumatismo en la médula, el tejido empieza a presentar
muerte celular, la degeneracion de la mielina aunada a la pérdida de la conexion axonal,
infiltracion de neutrdfilos y la ruptura de la barrera selectiva que sella a la médula espinal: la

barrera hemato-encefalica’.

Esta condicion sigue siendo considerada como un estado incurable e irreversible en el cual el
tratamiento era solamente paliativo; sin embargo, no fue hasta el siglo XX con el desarrollo de
tecnologias como los estudios de imagen, cuando se inicid con la investigacion de nuevas
estrategias encaminadas al manejo de la lesion de médula espinal, principalmente causada

por traumatismos*®.

Las primeras investigaciones se enfocaron en el manejo de la respuesta inflamatoria con la
administracion de corticoesteroides, cuyos efectos en las dosis adecuadas impedian o

limitaban la inflamacién que ya era relacionada con el mal prondstico de este estado®.

Con el descubrimiento de las células troncales y de la capacidad de regeneracion del Sistema
Nervioso Central (SNC) cambid el enfoque de la investigacion basica y clinica hacia el
desarrollo de terapias basadas en células que no solo restauraban la pérdida de componentes
estructurales, también producirian moléculas promotoras de la regeneracion tisular, sin
embargo, la capacidad de supervivencia de las células implantadas se veia reducida debido
al ambiente inhéspito generado durante el desarrollo de los mecanismos de dafo. Asi
comenzod la busqueda de moléculas o procedimientos que devolvieran las condiciones

extracelulares favorables para la regeneracion del tejido nervioso’®.

En los ultimos afos se ha creado otra perspectiva de investigacion basada en la administracion
de sustancias o moléculas que promuevan la proliferacion, migracion y diferenciacion de las
células conservadas en el sitio del dafio sin la necesidad de la implantacién de células. El
empleo de proteinas recombinantes y péptidos bioactivos resulta una opcion prometedora;
dichas moléculas han sido empleadas en varios modelos preclinicos para regenerar ciertos

tejidos’.

En este sentido, en el laboratorio de Biologia Periodontal de la Facultad de Odontologia de la
UNAM, se ha realizado investigacién sobre el potencial biotecnoldgico de las proteinas

cemento especificas HACD1/CAP y CEMP1. De dichas moléculas, han derivado péptidos
3



bioactivos que han demostrado la inducciéon del proceso de mineralizacion. Uno de esos
péptidos es el denominado AVIFM (que corresponde a los primeros cinco aminoacidos del
extremo carboxilo terminal de HACD1/CAP), dicha molécula promueve la migracion y la
diferenciacion de células troncales mesenquimales en sitios con defectos criticos, lo que se
traduce en la regeneracion del tejido dafiado y la recuperacion de la funcion de manera similar

al tejido sano'4.

Es por esto, que el uso del péptido AVIFM resulta en una opcidon prometedora que pudiera
promover la regeneracién del tejido nervioso por medio de la regulacion positiva de la
proliferacién, migracién y diferenciacién celular, lo que se traduciria en la recuperacién de las

funciones pérdidas.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO



MEDULA ESPINAL

La médula espinal es la estructura del Sistema Nervioso Central (SNC) situada dentro de la
columna vertebral, su principal funcién es transmitir los impulsos nerviosos provenientes del
cerebro con el resto del organismo, como se aprecia en la FIGURA 1. La informacién que se
obtiene de los estimulos externos viaja a través de los nervios periféricos y se propaga hacia
el encéfalo a través de las vias ascendentes, mientras que, la informaciéon que se convertira
en la respuesta motora o las funciones autébnomas es producida en el cerebro, pasa a través
de las vias descendientes y se continua a los nervios espinales. Estos nervios se disponen en
pares y se conectan con el segmento correspondiente de la médula espinal por medio de las
raices dorsal (sensitiva) y ventral (motora) respectivamente, dispuestas en una configuracion
segmentaria estructural y funcional, asi dividen el control nervioso por regiones especificas en

el organismo 5.

En un corte transversal de la médula espinal se pueden distinguir un area central en forma de
mariposa que contiene cuerpos neuronales (sustancia gris) que se encuentra rodeada por las
fibras nerviosas mielinicas y amielinicas?. La conformacion de estas areas se aprecia en la
FIGURA 2.
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- Sustancia blanca

Esta organizada en columnas: anterior, posterior y lateral, cada columna contiene haces de
axones recubiertos de mielina a lo largo de la médula espinal, estas fibras siguen direcciones
que pueden ser ascendentes y descendientes. Las fibras ascendentes de la columna posterior
transmiten la informacién relacionada con el tacto, vibracion y el sentido del movimiento
consciente. La informacion relacionada con el dolor y temperatura y tacto fuerte es transmitida
por las fibras de la columna lateral y la informacion de la propiocepcion inconsciente del
sistema musculo esquelético se conduce a través de las columnas anteriores. Por otro lado,
las vias descendentes se localizan en las columnas laterales, estas se encargan del

movimiento voluntario, el balance y movimientos posturales¢.
- Sustancia gris

Esta zona esta conformada por los cuerpos neuronales que se dividen en 10 grupos, como
puede observarse en la FIGURA 2, y se denominan: ldminas de Rexed; de dorsal a ventral las
primeras 6 laminas componen la asta posterior, a su vez, la asta anterior se extiende de la
séptima a la novena lamina, por ultimo, la décima lamina se ubica en el centro de la médula
espinal. Estas laminas, contienen las neuronas que dan origen a los tractos ascendentes y
descendientes de la sustancia blanca. La primera lamina da origen a la via que transmite la
informacion sobre el dolor y estimulos que seran conducidos al talamo, la segunda lamina
recibe informacién de las columnas posteriores y laterales, ademas lleva axones hacia las
laminas 3 y 4, la tercera lamina esta compuesta de neuronas de tamario variable y recibe las
sinapsis que provienen de la raiz posterior, a su vez, recibe dendritas de la cuarta a la sexta
lamina, la cuarta lamina da la respuesta a los estimulos de tacto y proyecta axones hacia la
segunda lamina, la quinta lamina estd compuesta por neuronas que envian sus dendritas hacia
la segunda lamina y reciben informacion nociceptiva proveniente de las visceras, la sexta
lamina se encuentra dividida en una region medial y una lateral, la medial recibe los axones
que provienen de los musculos, en la zona lateral se encuentran las neuronas que participan
en los reflejos espinales, por su parte la séptima lamina es conocida como el nucleo intermedio
lateral, sus neuronas reciben la informacion de la tercera a la sexta lamina al igual que de las
fibras viscerales, esta lamina funciona como un relevo intermedio en la trasmision de los
impulsos motores, las neuronas de la octava lamina modulan la actividad motora, es decir, son
el origen de la inervacién de los musculos, la lamina nueve contiene en su interior células

neuronales de diferentes tamanos que dan origen ases nerviosos motores que se encargan



de la inervacion del musculo esquelético, por ultimo, la décima lamina se encuentra en el

nucleo y contiene neuronas que se extienden hacia el lado contrario de la médula espinal™"".

La sustancia gris y la sustancia blanca se encuentran rodeadas por las meninges (duramadre,

aracnoides y piamadre).

MENINGES
- Duramadre

Es la membrana mas externa de origen mesenquimal, es decir, esta formada por tejido
conectivo, principalmente por fibroblastos y fibras de Colagena dispuestas en diferentes
direcciones. Estructuralmente la duramadre se compone de dos capas; una externa (periostio)
y una interna (capa meningea) esta Ultima caracterizada por una menor poblacion de
fibroblastos y menos fibras de colagena comparada con la capa externa, en medio de estas
dos capas se encuentran los vasos sanguineos (arterias y senos venosos) que proporcionan

la nutricion a la medula espinal'®'8,

MEDULA ESPINAL

Septo dorsal medio

Fasciculo dorsolateral

Asta dorsal

/

Laminas:

' Asta ventral

Canal ' Comisura gris

central |

Comisura blanca
anterior

FIGURA 2: Conformacion estructural de la médula espinal; la
sustancia gris se compone de los cuerpos neuronales, mientras
que la sustancia blanca se compone de los tractos nerviosos
ascendentes (sensitivos) y descendentes (motores)>.



- Aracnoides

Es la membrana intermedia en la cual se forma y contiene el liquido cefalorraquideo (LCR), su
estructura se compone de dos capas celulares diferentes: la primera son las células de la
barrera aracnoidea, que impiden el movimiento de fluido a través de ella, mientras que, la

segunda capa celular se encuentra la capa reticular, estas células se unen a la piamadre*S.

Dentro de la aracnoides se encuentran estructuras llamadas granulaciones y vellosidades, las

cuales regulan el volumen de LCR transfiriéndolo al torrente sanguineo-'8.
- Piamadre

Es una membrana vascular que se encuentra en intimo contacto con la médula espinal y se
extiende hacia cada lado para formar el ligamento dentado donde se adhiere a la aracnoides
y la duramadre, asi, mantiene a la médula espinal suspendida dentro de las meninges y la

protege del dafio causado por el movimiento'-'8.

La disposicidn anatomica de las meninges puede apreciarse en la FIGURA 3.
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FIGURA 3: Disposicién anatémica de las meninges y su relacién con
la médula espinaF



MIELINA

Los axones neuronales que conforman los haces nerviosos se encuentran cubiertos por una
sustancia conformada en un 80% de lipidos y un 20% de proteinas. Como se muestra en la
FIGURA 4, en el sistema nervioso central dicha cubierta es provista por los oligodendrocitos,
mientras que, en el sistema nervioso periférico, las células de Shwann cubren los haces

nerviosos. Su principal funcion es aumentar la velocidad de los impulsos nerviosos'-'°.

La mielina rodea los axones y adquiere una forma de tubo segmentado, cada segmento de 1
a 2 um es denominado como nodo de Ranvier, en estos nodos las sefiales nerviosas saltan y
se transmiten, ademas de esta funcion, la mielina aumenta la resistencia de los axones y actua
como un aislante electroquimico que evita que el impulso nervioso se propague a las células

adyacentes'®"°,

Vaina de mielina

Nodo de

/ Ranvier

oligodendrocito
axones

FIGURA 4: Representacion esquematica de la formacién de la
vaina de mielina en el SNC, los pediculos del oligodendrocito se
envuelven en los axones nerviosos®.
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BARRERA HEMATOENCEFALICA (BHE)

Es una estructura constituida por las células del endotelio, los pericitos, astrocitos
perivasculares, la lamina basal de la pared capilar y las células de la microglia como puede
observarse en la FIGURA 5. El endotelio de los capilares que constituyen la BHE es continuo,
lo que lo vuelve impermeable, esto lo convierte en un sistema a de difusién que restringe la
entrada de moléculas presentes en el torrente sanguineo y que pueden ser neurotdxicos,
mientras que provee los nutrientes esenciales al sistema nervioso central (SNC). Los pericitos
dan apoyo estructural y estabilidad a la red vascular que le confiere capacidad vaso dinamica
a los capilares. Por su parte las células de la microglia se encargan de la restriccion del paso
libre de las moléculas, lo que implica una permeabilidad selectiva y protegen al SNC de la

entrada de patogenos?°-22,

. Astrocito
Pericito
- Célula
endotelial
Lamina
basal
Uniones
estrechas

FIGURA 5: Representaciéon esquematica de la BHE; las células que
componen el endotelio se ensamblan intimamente por medio de uniones
estrechas, a su alrededor se encuentran los pericitos, por ultimo, los
pedunculos de los astrocitos envuelven el vaso sanguineo®.
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LESION DE MEDULA ESPINAL

La lesion de médula espinal produce una de las discapacidades mas graves que puede sufrir
una persona, por lo que tiene repercusiones fisicas y psicosociales importantes en los
pacientes que la presentan’. La Organizacién Mundial de la Salud estima que tiene una
incidencia global de 250,000 a 500,000 casos cada afio?®.

La incidencia de dicha lesion es 4 veces mayor en hombres que en mujeres, siendo los grupos
de edad mas afectados de 19 a los 29 afios y en personas de mas de 65 afios "°. El 70% de
todos estos pacientes presentan diversas complicaciones de salud, todas ellas asociadas
principalmente a la perdida de la funcién sensitiva y motora de las extremidades
(repercusiones psicolégicas, atrofia muscular, dolor crénico, infecciones urinarias y
ulceraciones posturales). La calidad y esperanza de vida de los pacientes se ve afectada en
diferentes niveles dependiendo del grado y el nivel del dafo ocasionado a la médula

espinal®*25,
- Etiologia.

La lesion de médula espinal puede ser causada por diversos factores como alteraciones
congénitas, sindromes degenerativos, neoplasias y principalmente traumatismos originados

en su mayoria por accidentes automovilisticos, caidas y actos violentos?.
- Fisiopatologia

Después del traumatismo en la médula espinal se da la pérdida de neuronas y de células
gliales alrededor del sitio de la lesion, primero se origina la necrosis del tejido que se traduce
en cambios metabdlicos irreversibles, con lo que se desencadenan la pérdida de la

conformacion histolégica que afecta a la sustancia blanca y gris?’-2°.

La lesion traumatica de médula espinal comprende la lesion primaria con la subsecuente
extension del dafio denominada lesion secundaria y maduracion de la cicatriz glial que se

traducird como alteraciones en las funciones autébnomas, sensitivas y motoras?®.

La lesién primaria es el resultado de las fuerzas fisicas aplicadas a las estructuras que
componen la columna vertebral, el traumatismo puede ir desde compresion, cizallamiento, o
elongacién que provocan la ruptura de la barrera hematoencefalica, la disrupcion neuronal, la
ruptura de vasos sanguineos y de las membranas celulares, estos eventos, sumados al

espasmo vascular originan isquemia, hipoxia e hipoglucemia®.
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Las células propias de la sangre llegan al sitio de lesion gracias a la ruptura vascular,
provocando la acumulacion de fluido extracelular y la activacién de los astrocitos que inician
con el edema en la zona inicial de impacto'. Dentro de las primeras 24 horas se hace presente
la necrosis y la degeneracion de la mielina en los axones afectados, también ocurre la llegada

de células fagociticas que desencadenaran la respuesta inflamatoria®’-2°.

La liberacion de moléculas como el Adenosin trifosfato (ATP) por parte de los somas
neuronales destruidos o hierro proveniente de los globulos rojos a la matriz extracelular activa
a las células de la microglia y a las células fagociticas, que inician con la produccién de
especies reactivas del oxigeno, especificamente acido hipocloroso, que es sintetizado por la
Mieloperoxidasa. Dicha enzima es secretada abundantemente por las células inflamatorias
presentes en la zona de impacto (neutréfilos, macrofagos) y se considera como una molécula
efectora clave en la cascada inflamatoria, ademas de ser una de las principales implicadas en
el dafio a la cubierta de mielina y a las neuronas en el sistema nervioso central por medio de

la peroxidacion de los lipidos contenidos en la mielina?%-27,

A su vez, las moléculas proinflamatorias provocan el aumento en la proliferacion y la
activacion de los astrocitos, estos liberan proteoglucanos ricos en condroitin sulfato o CSPG

cuya estructura se aprecia en la FIGURA 6 (Brevicano, Agrecano, serglicina y decorina) y

AGRECANO

Sulfato de condoitrina g

Sulfato de queratina EY

RN TS =
= F jf ?’&\\‘k/ N

Hialuronano

FIGURA 6: Estructura general de los Proteoglucanos del Condroitin
sulfato, constituidos por un nucleo proteinico al que se unen cadenas
laterales de condroitin sulfato, son secretados por los oligodendrocitos
que componen la cicatriz glial®.

13



proteina inhibidora del crecimiento de Neuritas (Nogo), interrumpiendo el crecimiento y la

reconexion de los axones®°.

Por ultimo, los astrocitos se agrupan alrededor del sitio inicial de impacto formando una barrera

fisica que contribuye con la interrupcion en la reconexién axonal, a su vez, los fibroblastos

presentes en el tejido conectivo adyacente proliferan, se agrupan cerca de las capas de

astrocitos reactivos y producen fibras de colagena que completan la formacion de esta barrera

llamada cicatriz glial, la suma de estos eventos se traduce en la perdida de la funcién sensitiva

y motora, cabe mencionar que el tamafio de la cicatriz glial depende directamente de la

gravedad del dafio®**-*2. La conformacion estructural de la cicatriz glial se aprecia en la FIGURA

7.

CICATRIZ GLIAL

Astrocitos

Zona fibrosa
(fibroblastos y CSPG)

FIGURA 7: Representacion
esquematica de la cicatriz
glial; los astrocitos y los
fibroblastos se disponen en la
periferia de la zona de lesién
e impiden la reconexion
axonal’.
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MODELOS ANIMALES DE LESION DE MEDULA ESPINAL

Uno de los objetivos de la investigacion de la lesion de médula espinal es describir los
mecanismos de los procesos que se desencadenan cuando se presenta esta patologia, con
el objetivo de desarrollar nuevas terapias de rehabilitacion enfocadas en proteger las células
nerviosas sobrevivientes, estimular el crecimiento de los axones y restablecer los circuitos
neuronales. En las Ultimas décadas se han desarrollado diferentes modelos animales para
entender los mecanismos involucrados durante la lesién de médula espinal (perros, gatos,
primates no humanos y roedores); idealmente estos modelos deben cumplir con diferentes
caracteristicas como: reproductibilidad, disponibilidad, y la facilidad de poder reproducir

diferentes escales de severidad®3.

En este sentido los roedores pequefios son los animales mas utilizados en estudios de lesion
de médula espinal debido a su disponibilidad, facilidad de uso comparado con otros modelos
animales. Las investigaciones histolégicas y con resonancia magnética han demostrado que,
de entre todos los roedores que se utilizan, las ratas comparten similitudes morfolégicas y
estructurales con los humanos, reproduciendo de manera mas cercana sus caracteristicas
fisiopatologicas, morfologicas y funcionales®*3°. Los modelos animales pueden clasificarse de

acuerdo con el tipo de lesion:

- Modelo de seccién completa: Es el modelo mas facil de reproducir, sin embargo, es
el que tiene menor relevancia, debido a que la seccion completa se da muy pocas
veces en condiciones normales, no obstante, se han ocupado a lo largo de los afios
para estudiar los mecanismos de regeneracion axonal y para el disefio de andamios
encaminados a promover la regeneracion del tejido lesionado3+-%.

- Modelo de compresion: En este modelo se ocupa un clip que realiza la funciéon de un
aneurisma, este dispositivo se infla a manera que reproduzca el dafio por compresion;
a diferencia del modelo de lesién traumatica, la severidad de la lesion depende del
tiempo que dure el dispositivo sobre la médula espinal®*-¢.

- Modelo de contusién: Este modelo es uno de los que tienen mayor relevancia clinica,
porque reproduce en muchos aspectos lo que sucede en la mayor parte de lesién
medular traumatica en humanos. Esta basado en la aplicacion de un golpe transitorio

sobre la médula espinal. Para realizarlo se requiere de un dispositivo de peso conocido,
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que permita calibrar la velocidad del impacto, creando diversos grados de intensidad:

leve, moderado y severo36,

CAPITULO 2
ANTECEDENTES
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ANTECEDENTES

Desde la antigiiedad el tratamiento de la lesién de médula espinal ha sido un reto para los
médicos; documentos como el papiro de Edwin-Smith (2600-2200 a.C.) reportan lesiones
como fractura y paralisis, ademas, la define como intratable. En la antigua Grecia, Hipdcrates
describié que las lesiones que producian paralisis no tenian opciones de tratamiento, por lo
tanto, toda persona con lesion de médula espinal estaba destinada a morir, mientras que,
todas aquellas fracturas de la columna vertebral que no resultaban en dafio a la médula espinal

eran tratadas con diferentes artefactos como la escalera hipocratica y el banco hipocratico®”%,

Aproximadamente 100 afios mas tarde Galeno de Pergamon traté diferentes deformidades de
la columna vertebral y ratificé que la lesion medular no era una patologia tratable. Esta
percepcidn permaneceria igual hasta el siglo VI, donde se realiza la primera laminectomia en
un paciente con dafio en la médula espinal por compresién, llevada a cabo por Paulus de

Aegina®-°,

La primera descripcion de la médula espinal fue realizada durante el renacimiento por Andrés
Vesalio, al que se le atribuyen las palabras que dividen a la columna vertebral en sectores
(cervical, lumbar, sacra y coccigea). A finales del siglo XIX, con el surgimiento de las medidas
de asepsia, antisepsia y esterilizacion pudo desarrollarse la primera intervencidn quirurgica de
la columna vertebral sin riesgo de infeccidén y con un mayor porcentaje de éxito. Posteriormente
a inicios del siglo XX la invencion de la imagenologia permitié a los cirujanos ubicar la lesion
medular de forma precisa, lo que dio lugar a la estandarizacion del tratamiento de la lesion de
médula espinal que consistia en: estabilizacién, descompresion, correccion del dafio y
rehabilitacion. A finales de los afios 50’s y principios de los 60’s del siglo pasado, se inicia la
administracion de glucocorticoides (Dexametasona y Metilprednisolona) en pacientes con
lesion de meédula espinal con el objetivo de disminuir el edema provocado por el traumatismo
y posteriormente como tratamiento de la inflamacién posquirirgica, hasta entonces sin

investigacion preclinica que demostrara su actividad neuro protectora®-42,

En la década de 1970, en busqueda de evidencia que apoyara que la administracion de
glucocorticoides presentaba un beneficio a los pacientes con lesién de médula espinal se
desarroll6 el Estudio Nacional sobre la Lesion Aguda de Médula Espinal | (NASCIS |, por sus
siglas en inglés) en el que se comparé la administracion de dosis elevadas y dosis bajas de

esteroides (100mg y 1000mg por via endovenosa) y no se demostraron beneficios en ninguna
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de las dos concentraciones a los 6 meses y 1 afio, ademas, las dosis altas aumentaron el

porcentaje riesgo de adquirir una infeccion3®4344,

En un segundo y tercer estudio NASCIS llevado a cabo en la década de los 80 y 90
respectivamente, se demostro la eficacia de la administracion de metilprednisolona a 30mg/kg
dentro de las primeras 8 horas después del trauma y durante 48 horas para disminuir la
respuesta inflamatoria, ademas, esta investigacion reveld los mecanismos celulares de la
fisiopatologia de la lesion de médula espinal utilizando modelos animales (inicialmente perros,
gatos y posteriormente en ratas), Ademas se demostré que el mayor porcentaje de dafio a los
tejidos es causado por la apoptosis postraumatica, que afecta a las neuronas y a las células
de la glia dentro de las primeras 24 horas, sin embargo las estrategias terapéuticas
desarrolladas hasta el momento solo prevenian la lesidon secundaria inhibiendo los eventos
celulares involucrados, sin promover la regeneracion del tejido ni el restablecimiento de la

funcion*344,

Para la década de los 90’s e inicios del siglo XXI, el entendimiento de los mecanismos
involucrados en la fisiopatologia cambié el enfoque de las investigaciones sobre la lesién de
médula espinal hacia la busqueda de la regeneracién del tejido, los primeros estudios se
basaron en implantacion de células troncales embrionarias, pero, debido a implicaciones éticas
y legales cayeron en desuso, lo que dio lugar al uso de injertos, principalmente de nervio
periférico, los resultados de estas investigaciones postularon que los axones del sistema

nervioso central poseen cierta capacidad de regeneracion.

El descubrimiento y posterior uso de las células troncales neurales ha contribuido con nuevas
investigaciones para la regeneracion del SNC, ya que reemplazan las células pérdidas durante
la destruccién de los tejidos, sin embargo, el desarrollo del microambiente hostil causado por
la respuesta inflamatoria y la acumulacién de moléculas inhibitorias como los CSPG en la
médula espinal lesionada, limita la supervivencia de las células implantadas e impide la

correcta integracion del implante a los tejidos receptores*6-42,

De esta forma, la inhibicion de las moléculas que impiden la reparacion de los axones se
convirtié en otro enfoque terapéutico; los primeros reportes acerca del manejo de la necrosis
del tejido nervioso se publicaron hace mas de cien afios; Allen, trato la lesion de médula espinal
por medio de un corte longitudinal en la linea media de esta (mieloidotomia), con el objetivo
de drenar el tejido dafado en perros y en humanos. Sin embargo, se han descrito pocos

experimentos basados en la remocion del tejido necrético derivado de lo invasivo que puede
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ser el procedimiento y del alto costo con relacion al beneficio. En este sentido, Guizar Sahagun
y cols. proponen un procedimiento microquirdrgico que se basa en el drenaje del tejido
necrotico a las 24 horas posteriores a la lesién, donde se realiza una micro incision de las
meninges, lavado y aspiracion de los restos celulares con una canula y liquido céfalo raquideo
artificial (LCRA), cuyos componentes se exponen en el ANEXO 1, o con solucién salina al

0.9%, para devolver el equilibrio de electrolitos y eliminar los restos celulares*.

Los resultados obtenidos por Guizar Sahagun y cols. demostraron que con esta técnica de
desbride y lavado del sitio de lesion se elimina en su mayoria las moléculas que promueven la
extension del dafio e impiden la reconexion axonal sin afectar de forma excesiva las meninges,
al mismo tiempo que se forma una cavidad con un microambiente equilibrado en él que se
pueden implantar células o biomateriales que promuevan la regeneracion del tejido, esto hace
posible que el prondstico mejore en los animales experimentales comparados con los grupos

control*.

Otra alternativa presentada por Kettle y cols. para prevenir la extension del dafo es el uso de
moléculas que frenen la destruccién del tejido causado por la produccién de acido hipocloroso,
en este estudio in vitro se reporta el efecto de diferentes derivados del acido para-amino
benzoico sobre la actividad de los neutréfilos humanos, de los cuales la Hidrazida del acido 4-
paraaminobenzoico (Hidrazida) demostré inhibir la actividad de la mieloperoxidasa de manera
selectiva hasta en un 90% sin alterar otras funciones en los neutréfilos, como su actividad
fagocitica, cuando se utiliza a concentraciones de 50uM hasta 100 uM sin embargo, su uso

como tratamiento neuroprotector no ha sido reportado®°-3,

En afios recientes, el desarrollo de terapias encaminadas a la regeneracién del tejido perdido
sin la necesidad de la implantacién de células ha tomado gran importancia gracias al
descubrimiento de diferentes moléculas que promueven la proliferacién de los precursores
celulares remanentes en un defecto, en este sentido en el Laboratorio de Biologia Periodontal
de la Facultad de Odontologia de la UNAM se ha identificado, purificado y caracterizado la
Proteina de Adhesion del Cemento Radicular (HACD1/CAP)™-14,
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PROTEINA DE ADHESION DEL CEMENTO RADICULAR (HACD1/CAP).

La proteina HACD1/CAP fue la primera proteina identificada como cemento — especifica, cuyo
gen se localiza en el cromosoma 10, regién 13p 14. Dicho gen, codifica para dos proteinas:
la proteina HACD1 de 288 aminoacidos (isoforma 1) que se expresa en durante el desarrollo
y en etapas posnatales en el musculo cardiaco y el musculo esquelético y la proteina
HACD1/CAP de 140 aminoacidos (isoforma 2) que corresponde a un splicing alternativo de

HACD1 y se expresa en las células del foliculo dental®*.

La proteina HACD1/CAP regula positivamente la diferenciacién, desarrollo, adhesion y
migracion de las células que contribuyen a la formacién y mantenimiento del cemento radicular,
ademas, ha demostrado un papel activo en la promocién de la regeneracion de tejidos
periodontales®23, Se expresa en células del foliculo dental, promoviendo su adhesion y
diferenciacion celular. Se expresa en cementoblastos y algunas poblaciones de células del
ligamento periodontal (células troncales del ligamento periodontal) pero no se detecta en otros

tejidos bucales como la encia o el hueso%.

La caracterizacion bioquimica de HACD1/CAP expresada de forma recombinante, ha
permitido identificar y seleccionar una region peptidica que mimetiza la funcion bioldgica de la
proteina completa en cuanto a la formaciéon de hidroxiapatita y en los eventos celulares

involucrados en la regeneracion de tejidos dafiados y/o perdidos®®.
Péptido derivado de la Proteina de Adhesién del Cemento Radicular (HACD1/CAP)

La seleccion del péptido eorresponde con los ultimos cinco aminoacidos de la terminal
carboxilo de HACD1/CAP (AVIFM). Se ha demostrado mediante experimentacion, que dicho
péptido tiene funcidn bioldgica semejante a la proteina recombinante y ha abierto la posibilidad
de no depender de la proteina recombinante para obtener un efecto clinico. El uso del péptido
permite escalar la cantidad de este a los requerimientos deseados, su obtenciéon es mas facil
y econémica que la proteina recombinante y gracias a su bajo peso molecular, puede disminuir

un posible efecto inmune'"-12,

Los experimentos en modelos animales utilizando el péptido sintético han demostrado
promover la adhesion de los fibroblastos gingivales, células endoteliales y células del musculo
liso por medio de la union a los receptores de integrinas a5B1, los cuales intervienen en
diversas funciones principalmente en la adhesién a la matriz extracelular de manera similar a

la fibronectina®13.
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Al igual que la proteina completa, el péptido de HACD1/CAP promueve la proliferacion y
diferenciacion en células derivadas del mesénquima por medio de la via de las MAPK, en
donde ERK2 induce la expresion del factor de transcripcidon c-Fos que esta involucrado en la
proliferacion celular, lo que ha mostrado efectos positivos en la regeneracién de tejido en
defectos criticos de calvaria de rata por medio de la induccion de la neovascularizacion y el
posterior reclutamiento de células mesenquimales remanentes hacia el sitio de la lesion3® Asi
mismo, en un estudio experimental, empleando un modelo de defecto de tamano critico
segmental en la tibia de conejos Nueva Zelanda, el péptido mostré6 su potencial en la
regeneracion del tejido faltante, de igual manera, induciendo la formaciéon de vasos sanguineos
y la proliferacion de las células precursoras osteogénicas. Sumado a estos hallazgos, la
aplicacion sistémica del péptido en un modelo de osteoporosis inducida en ratas Wistar, tuvo
efectos positivos restableciendo las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas similares al tejido

sano sin dafio al organismo™"4,

Las funciones biolégicas del péptido relacionadas con la regeneracion de los tejidos, actuando
sobre las células troncales paravasculares, que también se encuentran en el SNC, permiten
hipotetizar su uso como terapia regenerativa para la lesibn de médula espinal e inducir la
proliferacion y diferenciacion hacia fenotipos neurales o gliales, pues el cemento radicular y la
médula espinal se forman a partir de las células de la cresta neural durante el desarrollo

embrionario promoviendo un efecto positivo en la regeneracion de la médula espinal.
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CAPITULO 3
TRABAJO DE INVESTIGACION
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion de médula espinal es un problema de salud altamente incapacitante, que afecta
principalmente a hombres en edad laboral y aumenta al triple la probabilidad de muerte
prematura en los pacientes que la padecen. El tratamiento inicial de la lesién a la médula
espinal se enfoca primordialmente en la estabilizacién de la herida y restaurar la homeostasis
inmediatamente después del dafo. El abordaje a largo plazo atiende principalmente los
sintomas ocasionados por la lesién primaria, pero actualmente no existe un tratamiento
aprobado que estimule la regeneracion del tejido danado y el restablezca la funciéon motora y

sensorial.

Asi, buscando alternativas efectivas de tratamiento, nuestra pregunta de investigacion es
¢, Qué efecto funcional y anatémico tendra la colocacion del implante intra lesional del péptido
sintético derivado de HACD1/CAP solo o combinado con Hidrazida en ratas sometidas a lesién

traumatica de médula espinal?

JUSTIFICACION

Debido a la alta incidencia de complicaciones asociadas a la lesion en la médula espinal y a
que las terapéuticas actuales solo estan disefiadas al tratamiento sintomatolégico secundario
a la lesion, se requiere de la investigacion y desarrollo de alternativas encaminadas a
conseguir estimular la regeneracion del tejido dafiado. Las nuevas tecnologias terapéuticas de
la ingenieria tisular inducen la regeneracion de los tejidos dafiados o perdidos empleando
factores de crecimiento, proteinas, péptidos sintéticos, diferenciadores celulares, membranas

biocompatibles y células o una combinacién de las anteriores.

El uso de péptidos puede modificar respuestas celulares y desencadenar vias de transduccion
de senales o servir como quimioatrayentes de células remanentes proximas al sitio de la

lesion.

En este sentido, el péptido bioactivo derivado de HACD1/CAP (AVIFM) ha demostrado poseer
propiedades que promueven actividad biolégica reparativa, por medio de la proliferacion,
quimioatraccion y la estimulacion de la diferenciacion celular. Por lo que su aplicacion como
terapéutica encaminada a la regeneracion y restablecimiento de la funcién después de la lesion
medular puede contribuir de manera significativa devolver la funcién y mejorar el prondstico

de la lesion.
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HIPOTESIS

El uso del péptido sintético derivado de HACD1/CAP solo y en combinacién con la Hidrazida

en lesion primaria de médula espinal tendra un efecto positivo en la adhesion, quimioatraccion

y diferenciacion de las células remanentes hacia el sitio de la lesién disminuyendo la formacion

de cicatrizacion glial, favoreciendo la recuperacion de la funcion motora después de una lesién

medular experimental en roedores.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto morfo-funcional del implante temprano del péptido sintético derivado de

HACD1/CAP y de la hidrazida del acido 4-aminobenzoico en el espacio intramedular creado

al desbridar el tejido desvitalizado en ratas sometidas a lesion medular de intensidad

moderada.

1)

2)

3)

4)

5)

Objetivos especificos

Objetivo académico para el alumno: Calibrar el procedimiento de microcirugia mediante
la realizacion de ejercicios para el desarrollo de habilidad manual bajo vision
microscopica.

Determinar el efecto del péptido y la Hidrazida (solos o en combinacion) sobre la
sobrevida de los animales con lesion medular.

Determinar el efecto del péptido y la Hidrazida (solos o en combinacién) sobre la
recuperacion de la funcién locomotriz de las ratas con lesidon medular.

Determinar el efecto del péptido y la Hidrazida (solos o en combinacion) sobre la
migracion y la diferenciacion celular en el sitio del implante de las ratas con lesion
medular.

Evaluar el efecto del péptido y la Hidrazida (solos 0 en combinacién) sobre la expresién

de marcadores de tejido nervioso en el area lesionada de la médula espinal.
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METODOLOGIA
- Prueba piloto.

Se realizé un estudio piloto inicial, destinado principalmente a estandarizar los procedimientos
experimentales, los métodos de evaluacion y los cuidados pos-lesién. Para esta fase se
utilizaron 28 ratas hembras de la cepa Long-Evans de 10 a 12 semanas de edad, con un peso
de 250 a 300 gramos, que completaron 4 semanas de seguimiento y con las que se formaron

siete grupos de cuatro ratas cada uno. Los grupos correspondientes se detallan a continuacion:

Grupo Lesidn: las ratas se sometieron a lesion de médula espinal, de intensidad moderada,

en T9, sin manipulaciéon medular subsecuente.

Grupo Desbride: las ratas se sometieron a lesién medulary 24 h después se desbridé el tejido

necrotico-hemorragico presente en la zona de lesién medular.

Grupo Matrigel (vehiculo): en las ratas sometidas a lesion y desbride (como se senald

previamente), se implantdé Matrigel, usado como vehiculo para las otras moléculas que se

implantaron.

Grupo Péptido: en las ratas sometidas a lesion y desbride, se implanté el péptido sintético
bioactivo derivado de HACD1/CAP (AVIFM) en una concentracién de 50 pg/10pl, suspendido

en Matrigel.

Grupo Hidrazida: en las ratas sometidas a lesiéon y desbride, se implanté Hidrazida del acido

4 paraminobenzoico en una concentracion de 50 uM/10 ul, en Matrigel.

Grupo Péptido + Hidrazida: en las ratas sometidas a lesién y desbride, se implanté una

mezcla de péptido e Hidrazida, como fue sefalado previamente.

Grupo _Colagena: en las ratas sometidas a lesién y desbride, se implanté una mezcla de

péptido suspendido en colagena 50ug/10ul.

- Etapa experimental pre-clinica
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Para la segunda fase se utilizé una muestra de 60 ratas hembra de la cepa Long-Evans, de
10 a 12 semanas de edad, con un peso de 250 a 300 gramos con las que se formaron 6 grupos
de trabajo, 3 grupos de control y 3 grupos experimentales. Cada grupo fue formado por 10

ratas elegidas de manera aleatoria.
La formacion de grupos se detalla a continuacion:

Grupo 1, Lesion (control): ratas sometidas a lesion moderada de médula espinal en la region

de la vértebra T9, sin tratamiento.

Grupo 2, Desbride (control): ratas a las que 24 horas después de la lesién medular se les

realiz6 el desbride del tejido necrético-hemorragico.

Grupo 3, Matigel (control): ratas a las que después de la lesibn de médula espinal y el

desbride (como mencionado anteriormente), se les colocé el vehiculo (Matrigel 10ul) de los

grupos experimentales.

Grupo 4, Péptido (experimental): ratas que recibieron un implante (en el especio creado n la

zona de lesién medular desbridada) del péptido sintético bioactivo derivado de HACD1/CAP

(AVIFM) en una concentracion de 100 pg/10ul, usando Matrigel como vehiculo.

Grupo 5, Hidrazida (experimental): ratas implantadas (como antes sefialado) con Hidrazida

del 4cido 4 paraminobenzoico en una concentracion de 100 pM/10 pl.

Grupo 6, Péptido + Hidrazida (experimental): ratas implantadas con una mezcla del

péptido e Hidrazida con las concentraciones antes sefialadas.

- Método de anestesia

Para desarrollar el modelo de lesion medular, se anestesio a las ratas por medio de infiltracion
intramuscular con una mezcla de Ketamina (100 pg) mas Xilacina (7.5ug) por gramo de peso.
Se determiné que el animal se encontraba inducido en plano anestésico si se presentaron los

siguientes parametros:
1) Perdida visible de consciencia.
2) Ausencia de movimientos, exceptuando los movimientos de respiracion.

3) Ritmo respiratorio regular, sin apnea respiratoria.
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4) Color de mucosas rosado.

5) Ausencia de vocalizacion a estimulos dolorosos.
6) Ausencia de reflejo.

- Entrenamiento microquirudrgico

El entrenamiento para desarrollar la habilidad manual necesaria para realizar movimientos
delicados bajo vision microscépica, se llevod a cabo por medio de practicas de microcirugia
bajo visidbn microscopica. Los ejercicios consistieron en el desarrollo de la habilidad manual
realizando la eliminacion del estroma de las hojas de limonero, el desarmado y armado de

cigarrillos y practicas de micro sutura (Figura 9).

FIGURA 8: Eliminacion del estroma de
hojas de limonero con pinzas finas (A),
armado y desarmado de cigarrillos (B),
prataegdiBienido dRitrsiam). destpsdula
ejeisigigs se realizaron bajo vision
microscopica como calibracién previa a

la intervencién en las ratas.
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Una vez que la rata se indujo en plano quirdrgico de anestesia, se realizé una incisién de 2.5
cm en la linea media dorsal, para acceder a la region de la vértebra T9. Luego se procedio a
extirpar la apdfisis espinosa y las laminas de dicha vertebra (laminectomia), evitando lastimar

las meninges al momento de retirar el bloque de hueso (Figura 10).

Para producir la lesion medular por contusion, se colocé al animal en el impactador disefiado
por la Universidad de New York, donde se produjo una contusion controlada dejando caer un
pistén de 10 gramos de una altura de 25 mm (para lesion moderada) sobre la médula expuesta
con las meninges integras (Figura 11). Se descartaron animales lesionados con errores en
altura del piston y velocidad del impacto superiores a 3%. Finalmente, la incision quirdrgica se
suturd por planos, el tejido muscular se suturé con nylon 4-0 y por ultimo la epidermis con

nylon 3-0.

Por ultimo, se coloco a la rata en una jaula aislada con aserrin estéril para su recuperacion.

Se le proporcioné alimento e hidratacién a libre demanda.

FIGURA 9: Laminectomia de la
vértebra T9 y exposicion de la
médula espinal previo a la lesion.

FIGURA 10: Procedimiento de
lesion moderada de médula
espinal, se realiza mediante la
liberacion de un piston de 10gr
colocado a 25mm de altura.
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- Cuidados post lesidon

Se administré Paracetamol por via oral (Tempra®, RB salute) a dosis de 32 ug / g de peso
cada 12 h, durante 1 semana para control del dolor y para evitar autofagia. Como profilactico
para infecciones postoperatorias, se administrd por via subcutanea Enrofloxacino (Piroflox®,
Pisa) a dosis de 8 ug / g de peso cada 12 horas, durante 1 semana. El intestino y la vejiga se
manejaron con presion manual 2 veces por dia hasta la recuperacion del automatismo
(aproximadamente a las 2 semanas post lesion) para ayudar a la rata a excretar los desechos

metabdlicos.
- Desbridamiento de la lesién

Se realiz6 24 horas post lesion. Las ratas lesionadas fueron divididas de manera aleatoria en
los grupos correspondientes. Bajo anestesia general inhalada (Sevoflurano, solucion 3%,
Baxter®), se utilizé el abordaje en la herida quirdrgica inicial. Se realizé una micro incisién en
la porcién dorsal del saco dural. Se ubicé la zona de la médula con mayor dafio, que presentd
un color violeta o marrén y se realiz6é una puncién con una aguja de calibre 33 y una jeringa
Neuros (Hamilton). La puncion se realizé a una profundidad de 1.5mm, con movimientos en
sentido rostro-caudal con la finalidad de desprender el tejido necrético y hematico del epicentro
de la lesion. Se hicieron lavados de la cavidad creada con liquido cefalorraquideo artificial.
Como ultimo paso se realizo la sintesis de la zona quirurgica con nylon 10-0 para las meninges,

nylon 4-0 para el tejido muscular y nylon 3-0 para la epidermis respectivamente (Figura 13).

- Elaboracion y colocacién de los implantes

Como vehiculo para las biomoléculas que se implantaron, se utilizé6 Matrigel® (Corning). Este
es un material desarrollado en el afio de 1984, compuesto por matriz extracelular de sarcoma
de raton Engelbreth-Holm-Swarm, que produce grandes cantidades de matriz extracelular
compuesta principalmente por fibras de colagena tipo IV, Laminina y Entactina. El Matrigel
provee un medio ideal para su uso en estudios de cultivo y diferenciacion celular y explantes
celulares, ademas, de su uso como vehiculo para la administracién de diversos farmacos con
enfoque regenerativo, en el caso del sistema nervioso central, el Matrigel provee sitios para la
adhesion de células precursoras neuronales, la posterior reconexion axonal y la liberaciéon

paulatina de los farmacos o moléculas bioactivas®’.
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El péptido sintético de HACD1/CAP fue resuspendido a concentraciones de 50 y 100ug /10yl

en Matrigel.

La Hidrazida del acido 4-aminobenzoico (Sigma Aldrich) fue preparada a concentraciones de
50 y 100uM/10 ul de Matrigel.

La combinacion del péptido de HACD1/CAP e Hidrazida del acido 4-aminobenzoico se realizd

en concentraciones de 100ug/10ul y 100uM/10ul respectivamente en Matrigel.

Se infiltraron via subdural 10 ml del Matrigel® con la(s) biomoléculas correspondientes de
acuerdo con el grupo, en el espacio intramedular creado al realizar el desbride del tejido
desvitalizado. Los implantes con la menor concentracion fueron colocados en las ratas
utilizadas en la prueba piloto, mientras que el resto de los implantes se coloco en los animales

utilizados en el estudio preclinico.

FIGURA 11: Médula espinal a las 24
horas posteriores a la lesidén, se
observa a detalle la acumulacion del
tejido necrético en la zona de impacto
(A). Lavado, aspiracion del sitio de
lesion 'y posterior colocacién del
implante correspondiente (B). Sintesis
de las meninges; nétese el cambio de
coloracién de la médula espinal, con los
capilares conservados como resultado
de una intervencién exitosa (C).
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Durante la primera fase del trabajo de investigacion se realizo el sacrificio de las ratas a las 4
semanas después de producida la lesién por medio de perfusion intracardiaca de solucién de
NaCl al 0.9% y formol al 10% con bomba peristaltica. Una vez fijadas, se realiz6 la toma de la
médula espinal por medio de laminectomia con una extension desde la vértebra T3 hasta la

vértebra L2 para el procesamiento histologico con tincion de Hematoxilina y Eosina.
- Ensayos de inmunohistoquimica

Se realizé la técnica de inmunohistoquimica para analizar la expresién del marcador para
Neurofilamento (NF-H), en el area de la lesion medular, con el fin de identificar la poblacion
axonal en la zona de lesion. Los cortes fueron tratados con albumina de suero bovino (BSA)
al 2% en amortiguador de fosfatos salinos (PBS) e incubados con los anticuerpos primarios
por 12h a 4°C. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS y con Tween 20 al 0.1%
dos veces y un lavado con PBS por 5min cada uno. Posteriormente los cortes fueron incubados
con los anticuerpos secundarios durante 2hrs a temperatura ambiente. Los controles negativos
se obtuvieron al omitir el anticuerpo primario. Las muestras se evaluaron utilizando un
microscopio para fluorescencia (Axioskope 2, Carl Zeiss, Germany) por un observador
independiente, que no particip6é en ninguno de los procedimientos anteriores. Posteriormente

se realizé la descripcion cualitativa de las caracteristicas del tejido.
- Evaluacion funcional por medio de la escala Basso, Beattie, Bresnahan (BBB)

Las ratas de todos los grupos fueron colocadas en una pasarela (ratédromo) de 1.20m de
longitud por 20cm de alto por 10cm de a como se representa en la FIGURA 12, en donde dos
observadores ciegos al experimento realizaron la evaluacién de las extremidades posteriores
de cada una de las ratas mediante la escala BBB. Esta escala va del grado 0 (pardlisis flacida
total) hasta grado 21 (marcha normal) y considera la amplitud de movimiento de tobillo, rodilla
y cadera, colocacion plantar y soporte de peso de la pelvis, frecuencia de pasos y coordinacion
entre patas traseras y delanteras, alineacién de la pata al dar el paso, separacion de los dedos
y posicion de la cola. El procedimiento de evaluacion se registré en video con una camara

Nikon Coolpix L320. La tabla completa para la evaluacion BBB se muestra en el ANEXO 2
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- Andlisis estadistico.

Para realizar el analisis de sobrevida de los animales se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier.
Los resultados de la evaluacion funcional se analizan mediante la prueba T, comparando en
cada semana, cada grupo VS. solo lesién. Para analizar capacidad para levantar la cola de
manera sostenida, asi como las lesiones cutaneas tardias en los flancos, se hicieron tablas de
contingencia que se analizaron con la prueba de Chi-cuadrada. Se utilizé el programa
PRISMA® version 6 (GraphPad). Se considero significativa una p < 0.05

- Analisis de Kaplan-Meier.

Para realizar el analisis de sobrevida de Kaplan-Meier se utilizd el programa bioestadistico
PRISMA® (GraphPad), los datos se tomaron en cuenta desde la fecha de lesion, hasta la

fecha de término de la evaluacion funcional a las 8 semanas.
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RESULTADOS

RESULTADOS DE LA PRUEBA PILOTO
- Evaluacioén de la funcién motora

Todos los animales mostraron actividad locomotora normal antes de comenzar el estudio. En
la evaluacion realizada al recuperarse de la anestesia de la cirugia de lesion medular, todos
los animales, independientemente del tratamiento, mostraron paralisis flacida completa
bilateral de las extremidades traseras. El movimiento de las extremidades posteriores mejord
gradualmente a partir de entonces y hasta el final del estudio, al cumplir 4 semanas pos-lesion.
En la GRAFICA 1 se muestra la puntuacion BBB promedio. La dispersion de los datos fue muy
extensa y el tamafio de muestra pequefio. No se muestran medidas de dispersién ya que la
sobreposicion de éstas dificulta observar las tendencias en la grafica. Las diferencias no fueron
estadisticamente significativas al comparar los grupos con las diferentes intervenciones contra
el grupo que solo recibio lesion.

—e— Lesion unicamente
Lesion + desbride
—— Lesion + matrigel
Lesion + péptido
—+— Lesién + hidrazida
—e— Les+ pép+ hidra
—e— Les + pep+ colagena

Escala BBB

0 1 2 3 4
Semanas p/l

GRAFICA 1: Efecto de los diferentes enfoques terapéuticos sobre la funcién locomotora. La
grafica muestra el promedio de las puntuaciones de la funcion motora de las extremidades
traseras de acuerdo con la escala BBB (Basso-Beattie-Bresnahan), durante un periodo de 4
semanas después de la intervencion. Los datos expresan la media (n = 4). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas.

33



- Resultados de evaluacion histolégica e inmunohistoquimica.

Con el objetivo de identificar las caracteristicas basicas a evaluar en este tipo de experimento,
se realiz6 la evaluacion de los cortes histologicos tefiidos con Hematoxilina y Eosina (Figura
13), asi como cortes inmunotefidos con un neurofilamento. Los cortes se obtuvieron de los

animales que completaron el estudio, de todos los grupos utilizados.

Los parametros y criterios arbitrarios que se consideraron para la evaluacion fueron los

siguientes:

a) Destruccion tisular: 0 (no hay); 1 (destruccion en la mitad del campo o menos); 2 (mas de

la mitad a tres cuartos); 3 (mas de tres cuartos o transversa completa).

b) Microquistes: 0 (no hay o hay muy pocos); 1 (pequenos y en areas limitadas); 2 (mas

grandes y en mayor area); 3 (en toda o casi toda la sustancia blanca del campo).
c) Tejido de neoformacion: 0 (no se observa); 1 (poco); 2 (regular); 3 (mucho).

d) Tamafio de implante: 0 (no se observa); 1 (pequefio); 2 (cerca de la mitad del campo); 3

(mas de la mitad del campo).
e) Infiltrado mononuclear: 0 (no se observa); 1 (poco); 2 (regular); 3 (mucho).

En la inmunohistoquimica con neurofilamento, ademas de observar facilmente los axones
preservados, también fue posible observar axones aparentemente regenerados (Figuras 14
y15).

MR §% S X R e T e R
FIGURA 13: Microfotografia de la médula espinal 10X, puede distinguirse una reduccién
significativa de la cicatriz glial (CG), a los extremos de la lesion se aprecian los

microquistes (MQ). 34



- Evaluacién de la expresiéon del marcador para NF-H

FIGURA 14: Inmunohistoquimica de la médula espinal, grupo lesién +
desbride + vehiculo; las zonas positivas al marcador corresponden a la
médula espinal sana (MES) que no fue afectada por el traumatismo.

FIGURA 15: Inmunohistoquimica de la médula espinal, grupo lesion +
desbride + péptido + Hidrazida, las zonas positivas al marcador
corresponden a la médula espinal corresponden a la zona de reconexién
axonal (MEP) ubicada inferior al sitio de impacto.
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RESULTADOS DEL EXPERIMENTO

- Andlisis de sobrevida.

Para evaluar el efecto de los diferentes enfoques terapéuticos sobre la supervivencia se utilizé
el indice se sobrevida de Kaplan y Meier (GRAFICA 2). Los animales que fueron sometidos a
la lesion de médula espinal sin tratamiento presentaron un mayor numero de complicaciones
propias de la paralisis; infecciones de vias urinarias altas, ulceraciones, autofagia y auto
mutilacién, esto se vio reflejado en el indicie de supervivencia el cual alcanz6 el 58% de los
animales. Los otros dos grupos de animales control (desbride y vehiculo) tuvieron ambos un
67% de supervivencia. En cuanto a los grupos experimentales, las ratas tratadas con el
Péptido AVIFM o con la Hidrazida presentaron menos complicaciones graves, lo que resulto
en una supervivencia del 83% para cada grupo. El grupo que fue tratado con el Péptido
combinado con la Hidrazida presenté el mejor porcentaje de supervivencia (91 %), esto se

relaciona directamente con la menor incidencia de complicaciones y la mejora funcional.

ANALISIS DE SOBREVIDA
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GRAFICA 2: Efecto de los diferentes enfoques terapéuticos sobre la supervivencia. La
grafica muestra las curvas de sobrevida de Kaplan y Meier a lo largo del estudio; las ratas
sometidas solo a lesion sin tratamiento presentaron un indice de sobrevida del 58%,
mientras que, los tres grupos experimentales alcanzaron mas del 80% de supervivencia.

L=Lesioén, L+D=Lesion+Desbride, L+D+V=Lesion+Desbride+Vehiculo, L+D+H=Lesién+Desbride+Hidrazida,
L+D+P=Lesiéon+Desbride+Péptido, L+D+P+H=Lesién+Desbride+Péptido+Hidrazida



- Evaluacion funcional.

Al igual que lo reportado para la prueba piloto, todos los animales mostraron locomocién
normal antes de comenzar el estudio, mientras que, al recuperarse de la anestesia de la cirugia
de lesion, mostraron paralisis completa del tren posterior. Con el paso de las semanas, la
funcién motora mejoré gradualmente hasta el final del estudio. En la GRAFICA 3 se muestra
la puntuacion obtenida en la escala BBB durante las 8 semanas que del estudio. El grupo con
el tratamiento combinado (Péptido + Hidrazida) mostré el mejor desempefio global, mientras
que el grupo con peor desempeno fue el grupo con solo lesion. En la GRAFICA 4 se muestra
el comportamiento de cada grupo, durante cada semana; ahi se sefialan las diferencias entre
los grupos con significancia estadistica. Es importante mencionar que en los cinco grupos
donde se practicé desbride tuvieron 1 caso que mostré deterioro funcional extenso y

permanente, un comportamiento distinto al del resto de los animales pertenecientes a su

grupo.

A éste se le considero6 fracaso atribuible al riesgo latente de lesion a estructuras anatémicas
cuando se realiza la técnica de desbride. Para evitar un posible sesgo por estos casos, el peor

caso de cada grupo (inclusive del grupo de solo lesion) fue removido de la evaluacion.

Al realizar las evaluaciones funcionales semanales se hicieron observaciones adicionales de
fendmenos que llamaron la atencién, dos en particular: 1) cola levantada frecuente o
constantemente, aun cuando las caracteristicas de los pasos o la posicion de las patas y los
dedos no permitian dar calificacion de 20 en la escala BBB (FIGURA 16) y 2) lesiones cutaneas
tardias en los flancos, hechas por exceso de rascado con las patas traseras (FIGURA 17 y
18). Para evaluar estadisticamente estos dos fendmenos se hicieron tablas de contingencia
que se analizaron con la prueba de Chi-cuadrada. Los grupos que presentaran mas sujetos
con este tipo de fendmenos (GRAFICAS 5 Y 6) coinciden parcialmente con los que mostraron
mejor desempefio en la escala BBB. La evaluacion estadistica no mostré diferencias

significativas.
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EFECTO DE LOS ENFOQUES TERAPEUTICOS
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L=Lesién, L+D=Lesion+Desbride, L+D+V=Lesién+Desbride+Vehiculo, L+D+H=Lesion+Desbride+Hidrazida,
L+D+P=Lesion+Desbride+Péptido, L+D+P+H=Lesién+Desbride+Péptido+Hidrazida
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GRAFICA 3: Efecto de los diferentes enfoques terapéuticos sobre la funcién locomotora. La
grafica muestra el promedio de las puntuaciones de la funcién motora de las extremidades
traseras de acuerdo con la escala BBB (Basso-Beattie-Bresnahan), durante un periodo de 8
semanas después de la intervencion. Los datos expresan la media * la desviacion estandar
de los grupos que tuvieron el mejor y el peor desempefio (n = 9). No se graficé la dispersion
del resto de grupos para evitar sobreposicion excesiva.
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EFECTO DE LOS ENFOQUES TERAPEUTICOS
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FIGURA 17: En la fotografia
se aprecia la irritacion severa
causada por el exceso de
rascado con las patas
traseras en las ratas tratadas
con Hidrazida, esto puede
relacionarse con la mejora
funcional a las 6 semanas de
evaluacién funcional.

FIGURA 18: En esta fotografia
también se observa la mejora
funcional de las ratas con
Péptido+Hidrazida, asi como, las
lesiones en los costados
relacionadas con la recuperacion
de la funcion sensitiva a las 6
semanas de evaluacion.
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RECUPERACION DEL TONO MUSCULAR DE LA COLA
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GRAFICA 5: En la grafica se muestra el nimero y porcentaje de animales por grupo,
capaces de levantar la cola frecuente o constantemente al menos durante la ultima
semana de evaluacion. Prueba estadistica: Chi-cuadrada. Las diferencias entre los
grupos no fueron estadisticamente significativas.

Lesiones cutaneas por rascado
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GRAFICA 6: La grafica muestra el nimero y porcentaje de animales por grupo que
presentaron lesiones cutaneas en flanco(s) por rascado excesivo con las patas traseras,
observadas al menos durante la Ultima semana de evaluacién. Prueba estadistica: Chi-
cuadrada. Las diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas.
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DISCUSION

Los avances en el conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la
lesion de la médula espinal han permitido desarrollar diferentes propuestas de tratamiento. En
muchos casos las estrategias terapéuticas estan enfocadas en la implantacion de células
troncales mesenquimales, células precursoras neurales o células neuronales diferenciadas en
los sitios dafiados. Sin embargo, recientemente se ha reportado el uso de moléculas bioactivas

que promueven la restauracion estructural y funcional del tejido afectado®’.

La literatura ha hecho mencion del uso de péptidos o secuencias peptidicas que inducen el
crecimiento y la reconexién axonal, tal es el caso del péptido IKVAV (Isoleucina-Lisina-Valina-
Alanina-Valina) derivado de la Laminina o el péptido A91 derivado de la Proteina Basica de

Mielina cuya aplicacion sistémica ha demostrado funcionar como agente neuro protector®®-3,

Esta informacion nos permitid proponer el uso del péptido AVIFM derivado de HACD1/CAP
como una alternativa terapéutica enfocada en la regeneracién del tejido nervioso dafiado por
traumatismo. Este péptido mostré en investigaciones anteriores que promueve la proliferacion,
adhesion y diferenciacion de las células troncales mesenquimales''. No obstante, solo ha sido
aplicado en la regeneracion de tejidos mineralizados, principalmente en defectos 6seos donde
se obtuvieron resultados positivos. Con la finalidad de ahondar mas en sus posibles
aplicaciones, aunado a que no existen reportes en la literatura del uso de péptidos derivados
de proteinas cemento especificas como terapia para la regeneracién del tejido nervioso, en la
presente investigacion utilizamos el péptido AVIFM, solo y en combinacién con Hidrazida como

una estrategia terapéutica novedosa enfocada en la regeneracion de la médula espinal’’-"4,

Como vehiculo para la administracion intralesional del péptido se seleccion6 el Matrigel® del
que se han reportado multiples estudios relacionados con su aplicacion en terapias
regenerativas del SNC, donde describen sus caracteristicas fisicas y bioldgicas,
principalmente cuando se utiliza como andamio para implantacién de células o como matriz
para la liberacion prologada de moléculas promotoras del crecimiento axonal. La literatura lo
ha descrito como un material biosintético, no téxico, inmunolégicamente inerte, de facil
manipulacién y reabsorbible, que permite la migracién celular, ademas de funcionar como un
medio para la liberaciéon de diferentes moléculas, pero, como se menciond anteriormente, el
microambiente de la médula espinal sufre cambios que promueven la necrosis de los tejidos
que no fueron dafados por el impacto, estas alteraciones han sido uno de los principales
obstaculos en el desarrollo de tratamientos regenerativos, por esta razon incluimos en nuestro

estudio el uso de Hidrazida como agente neuro protector®>’,
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La Hidrazida es el inhibidor mas potente y selectivo de la mieloperoxidasa. En neutrdfilos
activados inhibe irreversiblemente la produccion de acido hipocloroso, pero no inhibe la
actividad de otras enzimas antioxidantes, ni afecta la desgranulacion de neutrdéfilos. La
Hidrazida se vuelve mas potente en condiciones inflamatorias donde el oxigeno se consume
rapidamente para generar peroxido de hidrégeno. La Hidrazida ha mostrado efectos benéficos
en modelos de enfermedades del SNC donde la mieloperoxidasa participa en el proceso
fisiopatoldgico. En condiciones de neuro-inflamacion, protege contra la disfuncion de la barrera
hemato-encefalica. En encefalomielitis alérgica experimental, disminuye el volumen de lesion,

reduce la gravedad de los sintomas y mejora la supervivencia®°-53.64.65

Para desarrollar el estudio utilizamos ratas hembra de la cepa Long-Evans debido a su
resistencia fisica y su pelaje caracteristico que permite la identificacién de cada uno de los
animales. Se eligio el modelo de lesion traumatica por contusion debido a que es la condicién
mas parecida a lo ocurrido en personas con lesidon medular, a diferencia del modelo de seccion

completa, que ocurre rara vez en la practica clinica®*,

El principal objetivo de este estudio consistié en determinar el efecto del péptido solo o
combinado con Hidrazida en su capacidad para promover la regeneracién neuronal y

restablecer las funciones pérdidas por la lesién de médula espinal.

Para cumplir con el objetivo, la investigacion fue dividida en dos fases la primera o prueba
piloto permitié estandarizar y familiarizarse con los diferentes procedimientos experimentales
y de evaluacion, tanto funcional como histoldgica. Los resultados en esta fase no permitieron
concluir sobre el efecto de las intervenciones, sobre todo por el tamafio pequefio de la muestra
y la dispersion de los datos. Sin embargo, fue un estudio de gran utilidad para iniciar el
experimento preclinico con nuevas habilidades y algunos datos reveladores. Con el estudio
histologico de la prueba piloto (hematoxilina y eosina), asi como con la inmunohistoquimica
para neurofilamento se hicieron observaciones generales que nos permitieron proponer
nuevos marcadores para el estudio definitivo como son; Proteina Acida Fibrilar Glial, Proteina
Basica de Mielina, Neurofilamento y Nestina. Fue posible identificar, entre otros aspectos, la
presencia de los implantes, su proximidad al tejido del hospedero y la presencia de axones
aparentemente regenerados (esto ultimo basado en el analisis inmunohistoquimico cuando se

uso6 neurofilamento).

Una vez que se observo la factibilidad y aparente “aceptaciéon” de los implantes dentro de la

lesién se inicid con la prueba preclinica que consistioé en la evaluacion funcional a largo plazo
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y con una muestra mayor de los grupos control y experimentales en un lapso de 8 semanas,

por medio de la escala de BBB®¢¢7,

Durante la primera semana solo mejoraron de manera significativa las ratas sometidas
solamente a desbride, posiblemente por la disminucién en el edema y factores toxicos que
conllevan el tejido necrético-hematico. Al paso de las semanas, la tendencia observada en la
mejoria funcional de los grupos control lesién + desbride y lesion + desbride + vehiculo, no
alcanzé significancia estadistica, mientras que los tres grupos experimentales, mas
notablemente en donde se combind el péptido AVIFM y la Hidrazida, se observé mejora
significativa en la funcién motora a partir de la cuarta semana, lo que sugiere que se requiere
de mas de 3 semanas para que los mecanismos reparativos inducidos por el tratamiento se
expresen funcionalmente. Es importante mencionar que en todos los grupos tratados existi6é
al menos un caso de fracaso terapéutico. Dicho comportamiento sé atribuye al riesgo implicado
en la manipulacién y dafo a los tejidos a causa del procedimiento quirurgico, previsto por

Guizar Sahagun y cols. durante el desarrollo de la técnica de desbride®8°.

Debido a la severidad de esta condicion fisica, en ocasiones las ratas empleadas en el estudio
presentaron complicaciones secundarias a la paralisis, en su mayoria automutilacion derivada
del dolor croénico, ulceraciones causadas por la postura o infecciones de vias urinarias altas.
La literatura menciona que los individuos con dafo a la médula espinal presentan diversas
complicaciones relacionadas con el nivel donde se haya producido el traumatismo. Otro de
los objetivos propuestos fue la comparacién del impacto en el pronéstico de las ratas tratadas
con los implantes comparadas con las ratas de los grupos control, para esto utilizamos el
analisis de sobrevida de Kaplan-Meyer, la ventaja de este estimador bioestadistico es que
permite tomar en cuenta a todos los animales utilizados en el estudio hasta el punto de su
muerte y compararlos con los pacientes que se mantienen vivos durante el estudio. Asi, se
puede dividir el tiempo que durdé la rata en el estudio en intervalos y se calcula el porcentaje
de supervivencia. Los resultados obtenidos en el estudio preclinico mostraron que los grupos
control presentaron una mayor cantidad de complicaciones, que se vieron reflejadas en un
indice de supervivencia menor al 60% para el grupo que solo fue lesionado, mientras que los
grupos correspondientes al desbride y el desbride + vehiculo no superaron el 70% de
supervivencia. Para el caso de los grupos de péptido e Hidrazida el indice de supervivencia
alcanzado fue mayor al 80%, asi mismo el grupo donde se combinaron ambas moléculas

obtuvo un porcentaje de sobreviva del 91%, confirmando que el efecto del péptido, la Hidrazida
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o0 ambos tiene gran impacto en la menor incidencia de complicaciones, reduciendo su

gravedad y mejorando el prondstico de los animales lesionados’ "3,

- Limitaciones de la investigacion

Los resultados que obtuvimos en ambos estudios representan una base sélida para la
formulacién de nuevas hipétesis en cuanto al tratamiento de la lesion medular traumatica con
una estrategia que combine el péptido y la Hidrazida que probamos aqui. Sin embargo, hace
falta completar los estudios morfologicos del experimento preclinico, lo cual sin duda aportara
al conocimiento posibles mecanismos involucrados en la mejoria que observamos en el estado

general, sobrevida y mejoria funcional en los animales tratados.

Otra limitacion del presente estudio es que solo se utilizaron animales sometidos a lesion
medular de intensidad moderada. Es muy importante que en un futuro se evalue también el

efecto de nuestra propuesta en animales sometidos a lesion de intensidad severa.

En la nueva linea de investigacion terapéutica que estamos iniciando, es deseable que también
se investigue a futuro otros aspectos preclinicos relevantes como establecimiento de la
ventana terapéutica e implementacion de métodos de evaluacion adicionales, incluyendo entre

otros, estudios de imagen de alta resolucién y estudios electrofisioldgicos.
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CONCLUSIONES.

El tratamiento propuesto en esta investigacion busca cubrir los diferentes blancos terapéuticos
mencionados en la literatura: el desbride elimina los restos celulares y moléculas
proinflamatorias liberadas como interleucinas y especies reactivas del oxigeno por el
traumatismo preservando el tejido que no fue alcanzado por el impacto, la Hidrazida inhibe
selectivamente la mieloperoxidasa impidiendo la extension del dafio sin interferir en la
actividad fagocitica de los polimorfonucleares, con lo que desempefian un papel neuro
protector; el Matrigel® provee un medio de liberacion prolongada para el péptido y permite la
adhesion de las células atraidas al sitio de lesion, por ultimo, teorizamos que el péptido AVIFM
actua como un regulador positivo de la proliferacion, adhesion y diferenciacion de las células
precursoras neuronales remanentes, con lo que cubre la actividad regeneradora,

restableciendo la funcion perdida por el traumatismo.

La realizacion del desbride o la implantacion del Matrigel solo, no marco diferencia significativa
en la recuperacién de las ratas a largo plazo; tampoco aumentoé la severidad de la disfuncion

motriz.

Las ratas a las que se les implantd el péptido solo o combinado con Hidrazida no mostraron

formacion de tejidos ajenos a la médula espinal.

El uso del péptido AVIFM en la lesion de médula espinal mostré efectos positivos en la
recuperacion de las ratas tratadas con los implantes, esto es un parteaguas en el desarrollo
de tratamientos novedosos enfocados en la regeneracion del sistema nervioso central y rompe
el paradigma de que la aplicacién de los péptidos derivados de proteinas cemento especificas

se limita unicamente a su aplicacion en tejidos mineralizados.

Los resultados mostrados en este estudio abren la posibilidad de utilizar el péptido AVIFM en
modelos cronicos de lesion traumatica de médula espinal, escalar su aplicaciéon a diferentes
modelos animales o distintos modelos de lesion, que permitan a futuro el desarrollo de
terapéuticas efectivas y minimamente invasivas que mejoren el prondstico y restablezcan la

funcién normal de los pacientes que sufren distintos tipos de paralisis.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion quimica del Liquido Cefalorraquideo artificial. Para 1L de

solucion.

SUSTANCIA CANTIDAD

NacCl 125 mM
KCI 3mM
CaCl; 2.5mM
MgSOQOa4 1.3mM
NaH:PO4 1.25mM
NaHCOs3 26mM
Glucosa 13mM
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Anexo 2. Escala de evaluacion funcional BBB (Basso, Beattie y Bresnahan)

Sin movimiento de las patas traseras.

Movimiento leve de una o dos articulaciones usualmente la cadera o la rodilla.

NI~ o

Movimiento extenso de una articulacion o movimiento extenso de una articulacion con
movimiento leve de cualquier otra articulacién.

Movimiento extenso de dos articulaciones.

Movimiento leve de todas las articulaciones de las patas traseras.

Movimiento leve de dos articulaciones y movimiento extenso de una tercera.

Movimiento extenso de dos articulaciones y movimiento leve de una tercera.

Movimiento extenso de las tres articulaciones de las patas traseras

® NGB W

Arrastre de la extremidad sin soporte del peso o colocacién plantar de la pata sin
soporte del peso.

©

Colocacioén plantar de la pata con soporte del peso sin movimiento o soporte dorsal
del peso ocasional, frecuente o consistente sin paso plantar.

10.

Soporte del peso ocasional en las plantas, pero sin coordinaciéon entre las patas
delanteras y traseras.

11.

Soporte del peso plantar de frecuente a consistente en los pasos, pero sin
coordinacion entre las patas traseras y delanteras.

12.

Pasos con soporte del peso plantar de frecuente a consistente y coordinacion
ocasional entre las patas traseras y delanteras.

13.

Pasos con soporte del peso plantar de frecuente a consistente con coordinacion
frecuente entre las patas traseras y delanteras.

14.

Pasos con soporte del peso plantar, coordinacién consistente entre patas traseras y
delanteras y posicién predominante de la pata girada (interna o externa) cuando hace
contacto con la superficie justo antes de levantarse o al final de la postura o con
escalonamiento plantar frecuente, coordinacion de las patas delanteras y traseras
constante y escalonado dorsal ocasional.

15.

Pasos plantares constantes y coordinacién entre patas traseras y delanteras
constante sin espacio libre para los dedos de los pies o con espacio ocasional, la
posicién predominante de las patas es paralela al cuerpo durante el contacto inicial.

16.

Pasos plantares constantes, coordinacion constante entre las patas, espacio claro en
los dedos del patas frecuente durante el desplazamiento, posicion predominante de la
patas paralela al cuerpo.

17.

Pasos constantes y coordinados, espacio de los dedos conservado durante el
desplazamiento, posicion paralela de las patas con respecto al cuerpo de manera
predominante.

18.

Escalonamiento plantar consistente y coordinacion coherente de las patas traseras y
delanteras durante la marcha; y el despeje del pie se produce de manera consistente
durante el avance de la extremidad anterior; la posicién predominante de la pata es
paralela en el contacto inicial y girada en la elevacién

19.

Pasos constantes y coordinados con las patas delanteras, espacio claro de los dedos
durante el avance hacia adelante posicion de las patas paralelas al cuerpo al contacto
inicial y al levantarlas con la cola caida parte del tiempo o todo el tiempo

20.

Pasos y coordinacién constante con movimiento claro de los dedos y conservado
durante el avance, posicién paralela de las patas con respecto al cuerpo, cola
constantemente levantada con inestabilidad del tronco.

21.

Pasos y coordinacién constante, estabilidad del tronco y cola levantada (funcion
normal).
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