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RESUMEN
INTRODUCCION. La lesion traumatica de médula espinal (LTME) afecta
principalmente a la poblacion economicamente activa, pone en riesgo la vida de
los pacientes en estado agudo y produce secuelas discapacitantes en los que
sobreviven, de manera que aquellos con una LTME completa quedaran
confinados a una silla de ruedas de por vida y aquellos con LTME incompleta
permaneceran con diversos grados de déficit funcional. La discapacidad referida
es el resultado tanto del nivel de lesion como de la severidad del trauma fisico
inicial, ademas de los mecanismos secundarios de lesion desencadenados a raiz
de la lesion inicial incluyendo la excitotoxicidad, la isquemia, el dafio mitocondrial,
la alteracién en el metabolismo energético y el estrés oxidativo. No obstante lo
anterior, se ha demostrado experimentalmente que diversos organismos alteran su
metabolismo como mecanismo de proteccién o defensa ante algun fenémeno
desconocido o dafiino, mediante el cual disminuyen la demanda energética y
estabilizan al sistema. Mas aun, se ha demostrado que el reactivar el metabolismo
aerébico en la fase aguda incrementa el dafio tisular y reduce la funcién motora,
por lo que se considerd, que la inhibicion del metabolismo aerdbico posterior a una
LTME podria actuar como un mecanismo de proteccion y no de dafio. OBJETIVO.
Determinar el efecto sobre el estrés oxidativo, la actividad enzimatica y la
recuperaciéon funcional de los animales incluidos en el estudio al inhibir el
metabolismo aerdbico mitocondrial en la fase aguda de la LTME. MATERIAL Y
METODO. Se emplearon ratas hembras y adultas divididas en 5 grupos: Grupo 1:
Sin LTME vy sin tratamiento; Grupo 2: LTME sin tratamiento; Grupo 3: LTME +

rotenona; Grupo 4: LTME + azida de sodio y Grupo 5: LTME + Cocarboxilasa no



degradable (CND). La LTME se produjo usando el estereotaxico New York
Impactor y 24 horas después, se evalué por métodos espectrofotométricos, la
actividad enzimatica de la lactato deshidrogenasa (LDH) y de la creatinina kinasa
(CK), asi como el proceso de Peroxidacion Lipidica (PL). La evaluacion de la
funcibn motora de los miembros posteriores se llevdO a cabo semanalmente
empleando la escala Basso-Beattie-Breshnahan (BBB) durante 2 meses, al
termino de los cuales se realizaron las pruebas histologico-morfométricas.
RESULTADOS. Se observo una disminucion significativa en el proceso de PL en
el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p<0.05) y un incremento en la actividad de CK
y LDH en el grupo 4 comparado con el grupo 1 (p<0.05), mientras que la
recuperacion de la funcion motora en el grupo 4 mostré diferencia significativa
cuando se compar6 con los grupos 2 y 3 (p<0.05). Respecto a la cantidad de
tejido preservado, no se observd diferencia significativa entre los grupos
estudiados. CONCLUSION. El inhibir el metabolismo aerdbico mitocondrial en la
fase aguda de la LTME en un modelo en ratas, disminuye la PL y favorece la
recuperacion funcional motora en forma significativa, por lo que este mecanismo

secundario podria ser mas un mecanismo secundario de proteccion que de dafio.

Palabras clave: Lesién de médula espinal, metabolismo, peroxidacion lipidica.



SUMMARY
INTRODUCTION. The traumatic spinal cord injury (TSCI) affects the economically
active population mainly, puts in risk the life of the patients in acute state and
produces sequels disability in those that survive, with a complete TSCI were
confined to a seat of wheels for life and with incomplete TSCI remain with diverse
degrees of functional deficit. The disabilitie is the result of the lesion level and of
the severity of the initial physical trauma, as of the secondary mechanisms of injury
including the excitotoxicity, ischemia, mitochondrial damage, alteration in energy
metabolism and oxidative stress. Nevertheless the above-mentioned, it has been
demonstrated experimentally that diverse organisms alter their metabolism like
mechanism of protection or defense in the face of some unknown or harmful
phenomenon, by means of which they diminish the energy demand and stabilize
the system. More over, it had been demonstrated that the reactivation of the
aerobic metabolism during the acute phase of the TSCI could damage more the
nervous tissue and dimish the functional recovery, that is why we considered that
the inhibition of the aerobic metabolism after a TSCI could act as protective instead
a deleterious mechanism. OBJECTIVE. To determine the effect on the oxidative
stress, enzymatic activity and functional recovery of animals after inhibiting the
mitochondrial aerobic metabolism in the acute phase of TSCI. MATERIAL AND
METHOD. Female adult rats were used divided in 5 groups: Group 1: Without
TSCI and without treatment; Group 2: TSCI without treatment; Group 3: TSCI +
rotenone; Group 4: TSCI + sodium azida and Group 5: TSCI + Cocarboxilasa no
degradable (CND). The TSCI was produced using the estereotaxic New York

Impactor and 24 hours later, the enzymatic activity of the deshidrogenasa lactate



(DHL) and of the creatinin kinase (CK), as well as the process of lipidic
Peroxidation (LP) were evaluated by espectrofotometrics methods. Motor function
evaluation at the hind limbs was carried out once a week using the Basso-Beattie-
Breshnahan (BBB) scale during 2 months. Then, the histological-morphometric
studies, were carried out. RESULTS. A significant decrease in the LP process was
observed groups 4 and 2 (p<0.05) and an increase in the CK and DHL activity
between groups 4 and 1 (p<0.05), while function recovery in the group 4 showed a
significant difference comparing with groups 2 and 3 (p<0.05). Regarding the
quantity of preserved tissue, there were not significant difference among groups.
CONCLUSION. Inhibition of aerobic mitochondrial metabolism in the acute phase
of the TSCI in rats, decreases the LP and increases the functional recovery in a
significative way. So, this process could be more a protective instead a deleterious

mechanism.

Keywords: Spinal cord injury, metabolism, lipid peroxidation.



INDICE

1. INTRODUCCION 01
2. ANTECEDENTES 02
2.1 Lesion traumatica de médula espinal (LTME) 02
2.1.1 Epidemiologia de la LTME 02
2.1.2 Fisiopatologia de la LTME 04
2.1.3 Tratamiento de la LTME 08
2.2 La Cocarboxilasa no degradable como activador del metabolismo 09
2.3 Inhibicion metabolica mitocondrial 12
2.3.1 Actividad mitocondrial 14
2.3.2 Inhibidores de la cadena respiratoria 16
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 20
4. JUSTIFICACION 21
5. HIPOTESIS 22
6. OBJETIVO GENERAL 23
7. OBJETIVOS METODOLOGICOS 23
8. OBJETIVOS PARTICULARES 23
9. MATERIALES Y METODOS 25
9.1 Tipo de estudio 25
9.2 Poblacion de estudio 25
9.3 Criterios 25
9.4 Variables 26
9.5 Diseflo experimental 27




9.6 Técnica anestésica 28
9.7 Lesion traumatica de la médula espinal 28
9.8 Administracion de los inhibidores mitocondriales 28
9.9 Obtencion de la muestra 29
9.10 Determinacion de la actividad enzimatica de NADH-DH, S-DH y 30
C-OX

9.11 Determinacion de la actividad enzimatica de CPK 30
9.12 Determinacion de la actividad enzimatica de LDH 31
9.13 Evaluacién de la peroxidacion lipidica 33
9.14 Evaluacion funcional 34
9.15 Evaluacion histolégico-morfométrica 37
9.16 Aspectos éticos 40
10. RESULTADOS 41
10.1 Experimentos preliminares 41
10.1.1 Inhibidores metabolicos 41
10.1.2 Actividad de NADH-DH evaluada una hora después de la LTME | 42
10.1.3 Actividad de NADH-DH evaluada 24 horas después de la LTME | 43
10.1.4 Actividad de S-DH evaluada una hora después de la LTME 44
10.1.5 Actividad de S-DH evaluada 24 horas después de la LTME 45
10.1.6 Actividad de C-OX evaluada una hora después de la LTME 46
10.1.7 Actividad de C-OX evaluada 24 horas después de la LTME a7
10.1.8 Evaluacion del proceso de PL una hora después de la LTME 48
10.1.9 Evaluacion del proceso de PL 24 horas después de la LTME 49




10.2 Experimentos finales 50
10.2.1 Inhibicion y activacion metabdlica 50
10.2.2 Peroxidacion Lipidica 51
10.2.3 Actividad de la enzima CPK 52
10.2.4 Actividad de la enzima LDH 53
10.2.5 Evaluacion funcional 54
10.2.6 Evaluacion histoldégico-morfométrica 55
10.2.7 Temperatura rectal 57

11.DISCUSION 58

12.CONCLUSIONES 63

13.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

64




1. INTRODUCCION

La lesién traumatica de médula espinal (LTME) es un problema de salud publica
que pone en riesgo la vida de los pacientes en fase aguda, y puede producir
incapacidad a largo plazo con pérdida permanente del control voluntario en la
locomocion y del soporte corporal de las extremidades, ademas de generar una
gran variedad de disfunciones sensitivas y autondmicas con repercusiones,
personales, familiares y sociales (Whiteneck y Cols, 1992; Dituno y Formal, 1994;

Fehlings, 2001).

La fisiopatologia de la LTME, por ser un fenébmeno complejo, se ha dividido en
dafio mecanico primario y mecanismos secundarios de lesion, siendo estos
ultimos los que provocan la mayor parte de la destruccién del substrato anatémico
necesario para la adecuada funcién neuroldgica, y por lo tanto son responsables
del déficit funcional que se presenta en este tipo de pacientes (Young y Flamm,
1982; Stokes y Cols, 1983; lizuka y Cols, 1986; Fehlings, 2001; McDonald y

Sadowsky, 2002).

Entre los mecanismos secundarios de lesidn, se considera a la isquemia-
reperfusion como uno de los mas relevantes, ya que afecta directamente el
metabolismo anaerdbico, generando un medio acido y una precaria formacion de
adenosin trifosfato (ATP); ademas de incrementar el dafio en la médula espinal
(ME) por el incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) lo

que desencadena numerosos procesos autodestructivos, responsables del déficit



funcional permanente (Tator y Fehlings, 1991; Lu y Cols, 2000; Fehlings, 2001;
McDonald y Sadowsky, 2002). En diversos estudios se ha demostrado que algunos
organismos bajo condiciones adversas pueden cambiar su metabolismo del estado
aerdbico al anaerdébico como un mecanismo de proteccion mediante el cual
disminuye la demanda energética y se estabilizan diferentes sistemas (Hochachka,
1986; Andrew y Cols, 1998). Mas aun, el intentar restablecer el metabolismo
aerobico en la fase aguda de la LTME produce efectos adversos ya que incrementa
el dano tisular y altera la funcion motora (Torres, 2000). Por lo anterior en el
presente trabajo se plantea conocer el efecto protector de la inhibicién del

metabolismo aerdbico mitocondrial en ratas con LTME.

2. ANTECEDENTES

2.1 Lesion traumatica de médula espinal

En la LTME, el dafio ocasionado a la ME, provoca alteraciones estructurales y
funcionales tales como, el bloqueo transitorio de la conduccion de los impulsos
nerviosos, la pérdida total de la funcion motora, sensitiva y autonémica por debajo
del sitio de lesién, traduciéndose en paraplejia si solo afecta miembros inferiores o
en tetraplejia si afecta miembros inferiores y superiores (Tator y Fehlings, 1991;

Lee y Mittelstaedt, 2004).

2.1.1 Epidemiologia de la LTME

La LTME presenta una incidencia anual que oscila entre 15 y 40 casos por millon

(Baptiste y Fehlings, 2007; Rowland y Cols, 2008). El reporte para México,



especificamente para el Distrito Federal, es de 18.6 casos por millon por afo
(Pardini, 1998). Aproximadamente, el 80% de las personas con LTME son del
sexo masculino (Bracken y Cols, 1992; Fehlings, 2001) y al momento de sufrir la
lesion alrededor del 75% se encuentra entre los 15 y los 35 afios de edad (Tator y

Fehlings, 1991; Fehlings, 2001; Dobkin y Havton, 2004; Ho y Cols, 2007).

Entre las principales causas de esta patologia destacan los accidentes de transito
en vehiculos motorizados, los accidentes en la practica deportiva, los accidentes
en el trabajo y en actividades de recreacion, la violencia y las caidas (Tator y
Fehlings, 1991; Tator, 1995; Fehlings, 2001; McDonald y Sadowsky, 2002; Dobkin

y Havton, 2004; Ho y Cols, 2007; Rowland y Cols, 2008; Bauchet y Cols, 2009).

A pesar de los avances en los cuidados médicos e incluso en los centros de
atencion especializados, la mortalidad en individuos con LTME se reporta entre 6 y
17% (DeVivo y Cols, 1990; Burney y Cols, 1993; Ho y Cols, 2007), mientras que la
frecuencia del suicidio entre los pacientes con LTME se incrementa de manera
significativa y depende del nivel de lesién, de la intensidad y de la edad de la

persona que la padece (Rish y Cols, 1997; Soden y Cols, 2000; Ho y Cols, 2007).

Por sus caracteristicas, la LTME representa un gasto econdémico elevado que
incluye el tratamiento inicial que esta directamente relacionado con el nivel de la
lesion, ademas del manejo para reintegrar socialmente a los pacientes, incluyendo
las terapias de rehabilitacidn, los aparatos ortopédicos, las sillas de ruedas y las

adaptaciones especiales requeridas (Stripling, 1990; Fehlings, 2001; Dobkin y



Havton, 2004; Priebe y Cols, 2007). En nuestro medio este tipo de lesion es causa
de incapacidad permanente, que para las instituciones de seguridad social implica

una erogacion agregada secundaria a las pensiones.

2.1.2 Fisiopatologia de la LTME

La fisiopatologia de la LTME es un fendmeno complejo, que ha sido dividido en
dafio mecanico primario y mecanismos secundarios de lesién. El dafio primario
tiene que ver con el mecanismo de lesidon que puede ser contusion, compresion,
laceracion o seccion; lo que produce la
muerte inmediata de diferentes tipos

celulares, mientras que los mecanismos

secundarios de lesién incluyen una amplia

60 HORAS POSTERIOR A LA LESICN

cascada de procesos bioquimicos que se b

1 HORA POSTERIOR A LA LESION

desencadenan a partir del dafio primario y Figura 1. Evolucion de la LTME. Se muestra

. . la evolucion del dafio en la médula espinal,
que va a destruir una gran cantidad de _ , _
causada por una lesién de tipo traumatica. a)

tejido nervioso. Lo relevante es que la Una hora posterior a la lesién y b) Sesenta
horas posterior a la lesion (tomado de
mayor parte de la destruccidon del substrato  Hulsebosch, 2002).
anatomico necesario para la adecuada funcién neuroldgica, y el déficit funcional
producido, son el resultado de los mecanismos secundarios de lesion mas que del
dafio mecanico primario (Figura 1) (Young y Flamm, 1982; Stokes y Cols, 1983;
lizuka y Cols, 1986; Fehlings, 2001; Hulsebosch, 2002; McDonald y Sadowsky,
2002; Bareyre y Schwab, 2003; Hausmann, 2003; Rowland y Cols, 2008; Bauchet

y Cols, 2009).



Entre los mecanismos secundarios de lesion destaca la excitotoxicidad, la
formacion de ERO, la activacidon de enzimas (proteasas, lipasas y endonucleasas),
la respuesta inflamatoria y la isquemia. Esta ultima se considera uno de los
eventos mas relevantes, ya que aunada a otros procesos patolégicos como el
edema y la hemorragia dificultan e incluso impiden la perfusién de la ME no sélo
en el sitio de lesion sino en varios segmentos medulares tanto en direccion
cefalica como caudal, provocando bajos niveles energéticos en las células
sobrevivientes por menor disposicion de ATP y bloqueo de la bomba sodio potasio
ATP (Na*-K*-ATPasa) principalmente. Debido a que el proceso isquémico es
seguido por una fase de reperfusion tisular en la que el flujo de oxigeno promueve
la formacion de ERO y de otros productos toxicos que desencadenan numerosos
procesos autodestructivos, este proceso participa de manera importante en la
generacion del déficit funcional observado (Figura 2) (Tator y Fehlings, 1991; Lu y
Cols, 2000; Fehlings, 2001; McDonald y Sadowsky, 2002; Bareyre y Schwab,

2003; Hausmann, 2003; Rowland y Cols, 2008; Bauchet y Cols, 2009).
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Figura 2. Fisiopatologia de la lesién traumatica de médula espinal. El diagrama muestra en orden
cronolégico las alteraciones moleculares, celulares e histologicas observadas durante distintas fases después

de una lesion traumatica de médula espinal (tomado de Bareyre y Schwab, 2003).



La isquemia produce alteraciones en la via glucolitica, lo cual obliga a las células a
recurrir al metabolismo anaerobio como un mecanismo homeostatico en el que
s6lo se generan dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (Figura 3),
permitiéndoles a las células sobrevivir precariamente y por un breve tiempo ya que
una célula en anaerobiosis agota el ATP intracelular rapidamente, por lo que la
membrana se despolariza y se bloquean tanto la bomba Na*-K*-ATPasa como la
entrada de nuevas moléculas de glucosa, razén por la cual la célula no puede por
si misma volver al metabolismo aerdbico, que le proporcione 38 moléculas de ATP
por cada molécula de glucosa (Conn y Stump, 1976). Mas aun, en condicién
anaerobica el acido piruvico procedente de la glucdlisis, se reduce a acido lactico
ocasionando un incremento en los niveles de lactato, provocando asi la obtencion
insuficiente de energia, acidez intracelular y reduccibn en los sistemas
amortiguadores perivasculares y sanguineos. La acidosis resultante interfiere con
la funcidon enzimatica normal (Ganong, 1980) y proporciona un medio ambiente
favorable para la formacion de ERO (Hogg, 1998). Lo que aunado a la liberacion
de hierro resultante del dafio primario, incrementa la peroxidacion lipidica (PL), y la
formacion del edema intracelular en células del sistema nervioso (Bareyre y
Schwab, 2003; McTigue, 2008), constituyendo uno de los mecanismos mas
importantes de dafo después de una LTME (Thomas y Cols, 1985; Gutteridge,
1986; Bareyre y Schwab, 2003; Hausmann, 2003; Christie y Cols, 2008). La
acidosis y la disfuncion celular coexisten simultdneamente y si no se corrigen en
corto plazo causan muerte celular y/o lesiones organicas irreversibles (Conn y

Stump, 1976).
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Figura No. 3. Metabolismo anaerébico. Implica la via de la glucolisis con produccién total de 2 moléculas de

ATP e incremento de lactato lo que permite un medio acido.

2.1.3 Tratamiento de la LTME

Existen diferentes tipos de tratamiento para la LTME, como es el uso de
esteroides, antagonistas de receptores a glutamato, la inhibicidon de la sintasa de
oxido nitrico (NOs), la administracién de factores tréficos en el sitio de lesion o la
modulacién de la respuesta inflamatoria por mencionar algunos (Kwon y Wolfram,
2001; Dobkin y Havton, 2004; Baptiste y Fehlings, 2006). Sin embargo, en la
actualidad, el unico farmaco que se ha empleado para el manejo temprano de esta
patologia en seres humanos es el succinato de sodio de metilprednisolona

(MPSS), esteroide de tipo glucocorticoide, que administrado en megadosis (30



mg/Kg de peso corporal en bolo inicial seguido de una infusién de 5.4 mg/Kg/h por
23 h) y de manera temprana fue el primer medicamento que permitié la
recuperaciéon motora y sensitiva en forma parcial de pacientes con LTME (Bracken
y Cols, 1990; Bracken y Cols, 1992; Bracken y Cols, 1997; Wing y Cols, 1998;
Bracken, 2005; Baptiste y Fehlings, 2006). Su uso en humanos se sustentd en
estudios realizados en animales en los que se demostrd experimentalmente que el
MPSS mejora y mantiene el metabolismo energético aerdbico (Anderson y Cols,
1982; Braughler y Hall, 1983; Braughler y Hall, 1984), previene la isquemia
postraumatica en la ME mantiene el flujo sanguineo tisular (Young y Flamm, 1982;
Hall y Cols, 1984), disminuye la formacion de acido lactico, los niveles de arginina
(substrato necesario para la produccion de oxido nitrico) y las concentraciones
extracelulares de glutamato (Farooque y Cols, 1996). Sin embargo, en fechas
recientes se ha llegado incluso a recomendar que el manejo con altas dosis de
MPSS sea excluido como una intervencién posterior a una LTME, debido a que en
otros estudios no se ha podido demostrar una recuperacion funcional significativa
con el tratamiento a base de este farmaco e inclusive se han resaltado los efectos
deletéreos que provoca el uso de dicho esteroide (Short y Cols, 2000; Hurlbert,
2001; Bauchet y Cols, 2009). Lo anterior hace necesario continuar en la busqueda
de nuevas alternativas terapéuticas que solas o aunadas a MPSS permitan

obtener resultados mas alentadores.

2.2 La cocarboxilasa no degradable como activador del metabolismo

La cocarboxilasa no degradable (CND) o pirofosfato de tiamina es una coenzima

que apoya la produccion de energia y permite el mantenimiento de la reserva



alcalina y la normalizacion del pH, el cual se conserva entre 7.35 y 7.45 unidades
en los organismos normales. Es una molécula libre de efectos secundarios de tipo
inmunoldgico, resistente a las hidrolasas del medio interno, lo que le permite
conservar su fosforilacion y con ello alcanzar a todas las células para desempefiar
su funcién enzimatica. La CND posee una energia de activacién superior a las 29
Kcal/mol, lo que le permite repolarizar la membrana celular y reactivar el ciclo de
los acidos tricarboxilicos para reanudar la degradacion aerébica de la glucosa y
mantener con ello el metabolismo celular hasta que la circulacion colateral

modifique el cuadro (Patel y Korotchkina, 2001).

La CND es una molécula con enlace fosfato de alta energia, que participa en la
sintesis de neurotransmisores y es indispensable en el metabolismo oxidativo al
funcionar como coenzima de 3 importantes enzimas:
1. o-Cetoglutarato deshidrogenasa (DPG): participa en la formacién
irreversible de succinil-CoA a partir del a-cetoglutarico. La DPG favorece las
reacciones del ciclo de los acidos tricarboxilicos en el sentido de la cadena

respiratoria (Booth y Cols, 1996).

2. Transcetolasa: interviene en el metabolismo de las pentosas
participando en la degradacion de las hexosas y la biosintesis de acidos
nucleicos. A nivel sanguineo la CND actua en los eritrocitos
aumentando la accion de la trancetolasa y por tanto aumentando el nivel

del 3 - fosfogliceraldehido que se convierte en 2,3-difosfogliceraldehido,
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compuesto que aumenta la afinidad de la hemoglobina al oxigeno
(fendmeno de suma importancia en procesos patolégicos que implican
hipoxia e isquemia). Permite la reduccion y con ello la captacion de
moléculas de oxigeno (Blum, 1968; Schenk y Duggleby, 1998; Frank y Cols,

2007).

3. Piruvato deshidrogenasa: realiza la descarboxilacion oxidativa del acido
piruvico proveniente de la glucdlisis para formar acetil-CoA, combustible
necesario para el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Strumilo y Cols, 1999;

Patel y Korotchkina, 2001; Frank y Cols, 2007).

Ademas por lo anterior, la CND es capaz de favorecer la fosforilacion oxidativa a
diversos niveles, incluyendo los canales i6nicos (Mody y Cols, 1988; Mac Donald y
Cols, 1989), permite una mejor captacion de oxigeno por el eritrocito (Devlin,
1991) y atenua el dafo endotelial. Asi mismo, se ha demostrado que la
administracién de complejos vitaminicos que contienen CND aumenta la utilizacion

de la a-cetoglutarato en el tejido nervioso (Rozanov y Cols, 1990).

Debido a que los fendbmenos hipoxicos-isquémicos presentes después de una
LTME bloquean la actividad de la piruvato deshidrogenasa y otros complejos
enzimaticos, la célula desvia la produccion de energia hacia la glucdlisis
anaerobia, siendo aqui en donde la CND puede actuar, ya que forma parte de un

complejo enzimatico que descarboxila al piruvato (paso relevante para entrar al

11



ciclo de los acidos tricarboxilicos), simplificando la accion de la piruvato
deshidrogenasa (Khemelevsrx y Kornts-Kaya, 1987). La CND también actua
como donador de pirofosfato, mecanismo que permite mantener la estabilidad de
los canales de la membrana plasmatica y que aun en condiciones de hipoxia,
mantiene la produccion de energia a pesar de las condiciones desencadenadas,

revirtiendo con ello la acidosis metabdlica (Abeles, 1992; Werner, 1992).

2.3 Inhibicion metabdlica mitocondrial

En todos los organismos existen mecanismos compensatorios, protectores o de
defensa, mediante los cuales logran mantener un mejor control sobre condiciones
adversas. Un ejemplo de esto es el arresto metabdlico, que se refleja cuando los
organismos ante condiciones ambientales agresivas, bajan su frecuencia cardiaca,
disminuyen el numero de respiraciones y la temperatura organica cae, reduciendo
las reacciones quimicas organicas (Hochachka, 1986). En organismos que
emplean la disminucién del metabolismo celular aerébico, como un mecanismo de
defensa o proteccion, se ha observado inmunosupresion, inhibicion de la sintesis
de proteinas e incremento en la formacion de antioxidantes (Zhou y Cols, 2001).
Mas aun, se ha demostrado que en mamiferos el arresto metabdlico es capaz de
extender el tiempo de supervivencia bajo condiciones de hipoxia (Hochachka,

1986).

El metabolismo anaerdbico produce acidosis, efecto que podria ser benéfico
después de una LTME, ya que el medio acido bloquea los receptores tipo N-metil-

D-Aspartato (rNMDA) y por ende disminuye el efecto excitotoxico del glutamato
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caracterizado por la entrada masiva al interior de la célula de iones calcio (Ca*?),
con la consecuente activacion de enzimas dependientes de este ion como
proteasas (NOs, calpainas), lipasas (fosfolipasa C y A) y endonucleasas (Vornov,

1996).

Por otra parte, se ha sefalado a la formacién de la cicatriz glial como una causa
importante que evita la regeneracion axonal en el sistema nervioso central (SNC)
después de una LTME (Fawcett y Asher, 1999), condicidon que se ve limitada ante
una actividad metabdlica disminuida, ya que con ello se inhibe la sintesis de
proteinas en el cerebro, especificamente de colageno o tejido conectivo presente
en el sitio de lesion (Frerichs y Cols, 1998). Aunque un fendmeno importante que
se observa en esta condicién, es que se mantiene activo el transporte axonal de
componentes tanto microtrabeculares como del citoesqueleto, estructuras
necesarias para mantener la estabilidad y elongacién axonal, lo cual indica que la
maquinaria necesaria para la regeneracién durante la disminucion de la actividad

metabdlica es funcional.

Lo anterior nos permiten sustentar la idea de que al disminuir la actividad
metabdlica aerdbica durante la fase aguda de la LTME experimental, podria ser
una alternativa para disminuir el dafio derivado de los mecanismos secundarios de
lesion, que se reflejara en la disminucién del proceso de PL y en el grado de
recuperaciéon funcional en las extremidades posteriores de los animales incluidos

en el estudio.
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2.3.1 Actividad mitocondrial

El ser humano genera a diario la energia metabdlica suficiente para sintetizar su
peso en ATP. Aunque en la glucolisis y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos se
genera una pequefa cantidad de ATP, durante estos procesos tienen lugar
también una serie de etapas de dehidrogenaciéon que producen la reduccion de 10
moles de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*) a NADH+H y 2 moles de flavin
adenin dinucledtido (FAD) a FADH,;, siendo la reoxidacion de estos
transportadores electrénicos reducidos, la que genera la mayor parte de la energia
necesaria para la sintesis de ATP por las enzimas de la cadena respiratoria, que
estan firmemente embebidas en la membrana interna de la mitocondria (Conn vy

Stump, 1976).

Las proteinas transportadoras, que forman la cadena respiratoria, estan
ensambladas en cinco complejos multiproteicos: Complejo |, NADH-
deshidrogenasa (NADH-DH), NADH-coenzima Q reductasa o NADH-ubiquinona
oxidoreductasa recibe los electrones de la oxidacion del NADH+H" y los pasa a la
coenzima Q, la cual se desplaza libremente a través de la membrana mitocondrial
interna. Complejo Il, Succinato deshidrogenasa (S-DH) o Succinato-coenzima Q
reductasa, recibe los electrones de la oxidacion del FADH, y los pasa a la
coenzima Q. Complejo lll, Citocromo c-coenzima Q oxidoreductasa o Complejo
citocromo bci, recibe los electrones de la reoxidacion de la coenzima Q y los
transfiere al citocromo c, un transportador electrénico proteico que también puede

desplazarse por la membrana. Complejo IV o Citocromo oxidasa (C-OX) acopla

14



la oxidacién del citocromo ¢ con la reduccion del oxigeno molecular (O,) a agua

(Conny Stump, 1976; Abeles, 1992).

El acoplamiento en la transferencia de electrones entre los complejos
multiproteicos tiene lugar a través de moléculas de menor tamafo que pueden
difundir libremente con objeto de transportar dichos electrones entre los distintos
complejos. La coenzima Q (CoQ) también llamada ubiquinona (UQ’), es una
benzoquinona ligada a diversas unidades de isopreno. La cola isoprenoide
proporciona a la molécula su caracter apolar, permitiéndole una difusién rapida a
través de la membrana mitocondrial interna. Su oxidoreduccion afecta a un
electron cada vez, a través de un intermediario semiquinona, proporcionando una
interface de conexion entre los transportadores de dos electrones y los citocromos
que solo son transportadores de un electron. Ademas, como no solo transporta
electrones, sino también protones, juega un papel clave en el acoplamiento del
flujo de electrones con el movimiento de protones. El citocromo ¢ es una proteina
pequefia (13 KDa), asociada a la membrana interna mitocondrial por el espacio
intermembranal. Posee como grupo prostético un hemo de tipo ¢ que acepta un
electron del cit ¢4 del complejo Ill, que posteriormente se desplaza hasta el
complejo IV para donar dicho electron al centro de cobre binuclear que contiene

este enzima (Conn y Stump, 1976; Abeles, 1992).

En resumen las reacciones globales de los complejos |, Il, Il y IV son exergdnicas
y la energia liberada en ellas crea un gradiente de protones a través de la

membrana interna que se libera al espacio intermembranal generando la energia

15



suficiente para que tenga lugar la sintesis de ATP por la ATP sintasa (complejo V)

(Abeles, 1992).

Cada uno de los complejo mitocondriales puede ser inhibido de manera especifica

empleando diversos inhibidores, de los cuales se seleccionaron algunos para el

desarrollo experimental del presente trabajo.

2.3.2 Inhibidores de la cadena respiratoria

Se utilizaron distintos inhibidores especificos para los diferentes complejos
proteicos mitocondriales con la finalidad de determinar el efecto de la inhibicién del
metabolismo aerdbico después de una LTME. Los inhibidores utilizados fueron
rotenona, acido 3-Nitropropionico (A-3-NP), antimicina A, azida de sodio y cianuro

(Figura 4).

La rotenona es un flavonoide extraido de las raices de la planta Derris spp, nativa
de los tropicos orientales que actua como insecticida de contacto e ingestion,
inhibe la actividad de la enzima NADH-DH, bloqueando la transferencia de
electrones del cofactor Fe-S a la ubiquinona en el complejo | de la cadena
respiratoria (Sousa y Cols, 2003). Se ha reportado para la rotenona una DLsy en

rata de 132 mg/Kg via oral y de 6 mg/Kg via intravenosa (Soloway, 1976).
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antimicina A cianuro
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FAD HDI+2H‘ H20 ADP+P
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Figura No. 4. Inhibidores de los complejos proteicos mitocondriales en la cadena respiratoria.
Rotenona (complejo 1), A-3-NP (complejo II), antimicina A (complejo 1ll), azida de sodio y cianuro

(complejo 1V) (modificado de Szewczyk y Wojtczak, 2002).
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El A-3-NP se encuentra presente en la planta Astragalus sa y bloquea la
produccion de ATP actuando como un inhibidor irreversible de la enzima S-DH en
el complejo Il de la cadena respiratoria. La administracion de A-3-NP en
condiciones normales causa dafo principalmente al estriado, hipocampo y corteza
cerebral (Tunez y Santamaria, 2009). La DLs, reportada en rata para el A-3-NP es

de 67 mg/Kg cuando se administra via intraperitoneal (Pass y Cols, 1985).

La antimicina A es un antibiético derivado del Streptomyces capaz de bloquear el
flujo electrénico, actua como un inhibidor metabdlico a nivel del complejo Il de la
cadena respiratoria y bloquea el paso de los electrones del citocromo B a la Co Q,
al unirse al primero por el lado de la matriz mitocondrial. La DLs, calculada para la

antimicina A en ratas es de 0.81mg/Kg via intraperitoneal (Karel, 1976).

La azida de sodio es un Inhibidor metabdlico de tipo irreversible capaz de bloquear
la actividad de la enzima citocromo oxidasa y evitar el paso de los electrones en la
unién con el Fe?* del grupo prostético hemo en el complejo IV de la cadena
respiratoria (Park y Cols, 1999). La DLsy de la azida de sodio en ratones es de
27mg/Kg al administrarla via oral (Chiba y Cols, 1999). El cianuro es un
compuesto que tiene la capacidad de formar un complejo estable con la enzima
citocromo oxidasa, manteniendo el estado oxidado del hierro enzimatico (Fe*) y
paralizando la cadena respiratoria por bloqueo del complejo IV. El cianuro tiene
una DLsp en rata de 2 mg/Kg de peso corporal al administrarse via subcutanea

(Tadic y Cols, 1992).
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Debido a que la energia de oxidaciéon de los sustratos es la que dirige la sintesis
de ATP, si se inhibe el paso de electrones al O, en la cadena respiratoria, se
bloquea la sintesis de ATP, condicionando al organismo a realizar sus actividades
bajo condiciones de tipo anaerdbicas, situacion relevante para el desarrollo de la

presente investigacion.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Después del dano mecanico inicial o lesion primaria en la LTME, se
desencadenan mecanismos secundarios de “dafo”, tanto en el sitio de lesion
como en varios segmentos de la ME que se extienden en direccién rostral y caudal
a partir del epicentro. En este contexto la extension del “dafo” esta dada en gran
medida por el proceso de isquemia/reperfusion en el cual el organismo entra en
una condicién anaerdbica en la primera fase, donde la precaria formaciéon de ATP
no permite cubrir las funciones basicas, ademas de desencadenar la generacién
exacerbada de moléculas dafiinas como las ERO, producidas en gran medida ante
el restablecimiento del metabolismo aerdbico durante la fase de reperfusion
posterior a la isquemia. Las altas concentraciones de dichas ERO dafan
estructuras lipidicas, proteicas y material genético, lo que puede llevar a la muerte

celular.

Por lo anterior, en el presente trabajo se plantea la posibilidad de que la inhibicion
metabodlica en la fase aguda de la LTME podria actuar mas que como un
mecanismo secundario de lesién, como un mecanismo de defensa o proteccion al
impedir la formacion de sustancias toxicas y por ende al disminuir el dafio celular y

el déficit funcional resultante.
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4. JUSTIFICACION

Actualmente no existe un tratamiento para la LTME que permita el
restablecimiento total de las funciones pérdidas en los individuos con esta
patologia, y aunque en las ultimas décadas, se han realizado grandes esfuerzos
por limitar el dano provocado por los mecanismos secundarios de lesion, y se ha
avanzado en el conocimiento de la fisiopatologia de esta afeccion, se requiere
evaluar la participacion real de cada uno de estos mecanismos a fin de establecer
si su participacidon es negativa al incrementar el dafio inicial o positiva al proteger

contra el mismo.
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5. HIPOTESIS

Si la inhibicién del metabolismo aerdbico mitocondrial en la fase aguda de la LTME
actta como un mecanismo de proteccion durante la etapa de
isquemia/reperfusion, entonces disminuira la actividad enzimatica y la formacién
masiva de las ERO vy, por lo tanto el dafio al tejido medular lo cual se reflejara en

una mejor funcién motora en los animales tratados después de la LTME.
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6. OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto protector de la inhibicion del metabolismo aerdbico mitocondrial

en ratas con LTME.

7. OBJETIVOS METODOLOGICOS

1. Evaluar el efecto de los inhibidores mitocondriales: rotenona, A-3 NP,

antimicina A, azida de sodio y cianuro, a través de la actividad de las

enzimas mitocondriales NADH-DH, S-DH y C-OX en ratas con LTME.

2. Seleccionar él o los inhibidores mitocondriales que produzcan un efecto

benéfico en el modelo de LTME descrito en el presente trabajo.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto que sobre la actividad de la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) tiene el inhibir el metabolismo aerdbico mitocondrial,

después de una LTME en ratas.
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. Determinar el efecto que sobre la actividad de la enzima creatinina kinasa
(CK) tiene el inhibir el metabolismo aerdbico mitocondrial, después de una

LTME en ratas.

. Evaluar el efecto que sobre el proceso de PL tiene el inhibir el metabolismo

aerobico mitocondrial después de una LTME en ratas.

. Evaluar el efecto que sobre la funcibn motora de las extremidades

posteriores de ratas con LTME, tiene el inhibir el metabolismo aerdbico

mitocondrial.

. Evaluar el efecto que sobre la cantidad de tejido medular preservado tiene

el inhibir el metabolismo aerébico mitocondrial en ratas con LTME.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Tipo de estudio

Se realizé un estudio de tipo experimental, comparativo, transversal y prospectivo.

9.2 Poblaciéon de estudio

El estudio fue realizado en ratas de la cepa Long-Evans, hembras adultas con
peso de 210 a 250 g, las cuales fueron divididas en 5 grupos, constituidos por 14
ratas cada uno.

Grupo 1. Ratas sanas, control

Grupo 2. Ratas con LTME vy sin tratamiento

Grupo 3. Ratas con LTME y administracién de rotenona

Grupo 4. Ratas con LTME y administracion de azida de sodio

Grupo 5. Ratas con LTME y administracion de CND

9.3 Criterios:

9.3.1 Inclusion. Se incluyeron todas las ratas con las caracteristicas
referidas previamente y que al ser sometidas a la LTME presentaron un hematoma
en la zona central de la ME y que 24 horas después de la lesién obtuvieron una

calificacion de 0 a 1 en la escala BBB.

9.3.2 Exclusién. Se excluyeron las ratas que no cumplieron con las

caracteristicas referidas anteriormente y aquellas en las que el hematoma fue
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lateralizado con respecto a la zona central de la ME o que obtuvieron

calificaciones de mas de uno en la escala BBB 24 horas después de la LTME.

9.3.3 Eliminacion. Se eliminaron todas las ratas que no completaron el
tiempo de evaluacion propuesto, es decir, aquellas que murieron antes de cumplir
2 meses de evaluacién de seguimiento y aquellas ratas que se automutilaron

durante el estudio.

9.4 Variables:

9.4.1 Independientes. La LTME, la administracién de los inhibidores

metabdlicos y de CND.

9.4.2 Dependientes. La actividad de la LDH y de la CK, los niveles de los

productos de la PL, la cantidad del tejido medular preservado y los resultados de

la evaluacion funcional de los miembros posteriores de los animales estudiados.
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9.5 Diseio experimental

70 ratas Long-Evans
LTME
[
Grupo # 1 Grupo # 2 Grupo # 3 Grupo # 4 Grupo #5
Sin Rotenona Azida de Na* CND
Control tratamiento 2(3 mg/Kg) (5 mg/Kg) (100 mg/Kg)

A 7 ratas por grupo se les
determino la actividad
enzimatica: LDH, CPK, asi
como los productos de la PL
24 horas después de la LTME

A 7 ratas por grupo se les realizé
evaluacion clinica semanal durante
dos meses con la escala motora

(BBB)

A 4

Analisis estadistico

A

Analisis histolégico-morfométrico

del tejido de médula espinal
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9.6 Técnica anestésica

Antes de cada procedimiento quirurgico los animales fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina (clave 226, sector salud) e hidrocloruro de xilacina (Bayer) a

razon de 77.5y 12.5 mg/Kg de peso corporal respectivamente.

9.7 Lesion traumatica de la médula espinal

La LTME se realizd bajo efecto anestésico, previa asepsia y antisepsia,
posteriormente se hizo una incisién media sagital en la piel de la regién toracica y
se disecaron los musculos paravertebrales de las apdfisis espinosas. Se procedid
a separar el periostio de las laminas vertebrales y se extirparon tres apofisis
espinosas desde la toracica 8 a la 10 (T8-T10) para visualizar ampliamente las
laminas correspondientes. Posteriormente se extirpd la lamina a nivel T9, para
exponer la porcidon dorsal de la ME sin lesionarla y manteniendo las meninges
intactas. Los animales programados para LTME, fueron colocados en un equipo
de cirugia estereotaxica (New York Impactor), donde a través de una contusion
controlada se generd una lesidén de intensidad moderada sobre la ME expuesta.
Se observo el sitio del impacto a través del microscopio quirurgico para corroborar
la formaciéon de un hematoma a nivel central. La fascia muscular y la piel de la

incision quirurgica se suturaron por planos con puntos separados.

9.8 Administracion de los inhibidores mitocondriales

Todos los tratamientos se aplicaron via intraperitoneal, la dosis y el tiempo de

aplicacion se asigno de manera individual (Tabla 1).
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Tabla No 1. Tiempo de administracion y dosis de los

inhibidores metabdlicos aplicados después de la LTME

Grupo Boloi. p. Dosis Total Tiempo de
(mg/Kg) (mg/Kg) Administracion

posterior a la

lesion
CND 100 100 5 min
ROTENONA* 3 3 5 min
A-3-NP 25 25 5 min
ANTIMICINA A** 0.5 0.5 5 min
AZIDA DE SODIO 5 5 5 min
CIANURO 3 3 5 min

*Disuelta en dimetilsulfoxido.

**Diluida en etanol al 0.05%.

9.9 Obtencidén de la muestra

Para las determinaciones bioquimicas, una vez cumplido el tiempo de estudio, los
animales fueron decapitados y se extrajo la ME desde T8 hasta T 10 y se retiraron
las meninges. La muestra se colocd en solucion fisioldgica y se congelo en hielo
seco, se peso y homogenizd. Todo el proceso se efectud en aproximadamente 30

segundos para evitar la oxidacién del tejido.
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9.10 Determinacion de la actividad enzimatica de NADH-DH, S-DH y C-OX

Todas las evaluaciones bioquimicas de la prueba piloto para medir la actividad
enzimatica de NADH DH, S DH y Citocromo oxidasa fueron de tipo

espectrofotométricas.

9.11 Determinacion de la actividad enzimatica de la CPK

Debido a que se han reportado niveles elevados de la CPK en enfermedades
cerebro-vasculares con componente isquémico (accidente cerebro vascular,
desordenes neurolégicos, hidrocefalia, epilepsia, etc.) desde las 4 horas después
del evento, alcanzando su pico maximo entre las 24 y las 30 horas, en el presente
trabajo se realiz6 la cuantificacion de esta enzima a las 24 horas después de la
LTME. Para la cuantificacion de esta enzima se empled el kit creatinina-kinasa
(Sigma, formula No. 2550s) el cual se basa en las siguientes reacciones:

ADP + creatinina fosfato <X creatinina + ATP

ATP + glucosa % ADP + glucosa-6-fosfato

G-6-P + NAD S&FPH g fosfogluconato + NADH + H

Donde la reduccion de NAD a NADH+H a una absorbancia de 340 nm es
proporcional a la actividad de la enzima CPK.
Procedimiento:

1. Se ajusté a cero el instrumento de absorcidon a 340nm usando agua

destilada
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. Se reconstituy6 la solucion de trabajo y se precalenté durante 5 minutos a
37° C

. En un vial de CPK, se afadié 1 ml de la solucion de trabajo y 0.025 ml de la
muestra dentro del tubo apropiado, se mezclé y se incubd a 37 °C

. Después de un minuto de incubacion se registré la absorcion (lectura A) en
un espectrofotometro Beckman DU-650 y se regreso el tubo a la incubadora
a37°C

. Un minuto exactamente después se leyé y se registr6 nuevamente la
absorcion (lectura B)

. Se hicieron los calculos correspondientes para determinar la actividad de la

CPK utilizando la siguiente férmula:

(A2 — A1) x 1.025 x 1000
1 —

1x6.22x 0.025

9.12 Determinacion de la actividad enzimatica de la LDH

Debido a que los niveles elevados de LDH estan asociados primeramente con

infartos al miocardio (mecanismo que implica procesos isquémicos), la magnitud

del grado de incremento es utilizado para estimar la extension de dafo al musculo

cardiaco. Los niveles altos de LDH también se han observado en enfermedades

del higado, enfermedades renales y en algunos casos de trauma en musculo

esquelético.

31



EN el presente trabajo se determinaron los niveles de LDH utilizando un método

enzimatico colorimétrico, para lo cual se empled un kit de LDH (Sigma, formula

No. 54), el cual se basa en la siguiente reaccion:

Lactato + NAD +22 Piruvato + NADH + H

Considerando que la NADH+H produce un aumento en la absorbancia a 340nm, el

cambio de rango en la absorbancia es directamente proporcional a la actividad de

LDH en la muestra.

Procedimiento:

1.

Se ajustdé a cero el instrumento de absorcion a 340nm usando agua
destilada.

Se reconstituyo la solucidn de trabajo y se calentdé durante 5 minutos a

37° C.

En un vial, se afadié 1 ml de la solucion de trabajo y 0.025 ml de muestra,
se mezclo y se incubd a 37 °C por un minuto.

Exactamente un minuto después, se registro la absorcion (lectura A) en un
espectrofotometro Beckman DU-650 y se regreso el tubo a la incubadora a
37 °C.

Un minuto mas tarde se leyo y se registr6 nuevamente la absorcion (lectura
B).

Se hicieron los calculos correspondientes para determinar la actividad de la

LDH utilizando la siguiente formula:
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(A2 — A1) x 1.025 x 1000

1x6.22x0.025

9.13 Evaluacion de la peroxidacion lipidica

La PL es un mecanismo de dafo celular bien establecido, tanto en plantas como
en animales y es utilizado como un indicador de estrés oxidativo en células y
tejidos. Debido a que los peroxidos de los acidos grasos poliinsaturados generan
productos tales como las bases de shiff, la medicién de este parametro es utilizada

como indicador del proceso de PL.

La medicion se realizé de tomando el peso del tejido medular, se agregaron 3 ml
de solucién salina y se homogenizo. Posteriormente se separé 1 ml en un tubo de
ensayo (por duplicado) y se le agrego 4 ml de la mezcla cloroformo metanol (v/v
2:1). Se agito por 5 minutos, se dejé en hielo durante 30 minutos y posteriormente
se retiro la fase metanolica por aspiracidon. Para la medicion se tomé 900 ul de la
solucion mas 100 ul de metanol, se agité suavemente y se midié en un fluorometro
a una longitud de onda de excitacion de 370nm y de emisién de 430nm

(Santamaria y Rios, 1993).
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Para los calculos finales se tomo en consideraciéon la medicién de quinina la cual

actué como muestra patron.

Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia / mg de proteinas a

partir de la siguiente formula:

Xq ------- 150
XIW -—---- ?
Donde:

X = valor promedio del valor de fluorescencia en la medicion de las muestras
problema
W = peso del tejido expresado en mg de proteinas

Xq = valor de la fluorescencia de la muestra control (quinina)

9.14 Evaluacion funcional

La evaluacion funcional se realizé 24 horas después de la LTME y posteriormente
cada semana durante dos meses con base en la escala para locomocion Basso,
Beathie y Bresnahan o BBB (Basso y Cols, 1996), la cual consta de 22 puntos
donde 0 es ausencia total de movimiento y 21 es una marcha normal. Esta escala
evalua la movilidad de las 3 articulaciones de las extremidades posteriores (tobillo,
rodilla y cadera), capacidad para sostener el tren posterior, colocacion de las patas
en relacién al eje del cuerpo, equilibrio y coordinacion entre otros aspectos de la
marcha, segun se indica a continuacion:

Escala BBB
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0 Sin movimiento observable en las extremidades posteriores

1 Ligero movimiento de 1 6 2 articulaciones, generalmente cadera y/o rodilla

2 Movimiento extenso en 1 sola articulacion o extenso movimiento en 1
articulacion y movimiento discreto en otra

3 Movimiento extenso en 2 articulaciones

4 Ligero movimiento de las 3 articulaciones de la extremidad

5 Ligero movimiento de 2 articulaciones y movimiento extenso de la tercera

6 Movimiento extenso de 2 articulaciones y movimiento discreto de la tercera

7 Movimiento extenso de las 3 articulaciones de las extremidades posteriores

8 Arrastre con incapacidad para soportar el tren posterior o colocar la planta de
la pata

9 Colocacion de la planta de la pata con soporte del tren posterior por un instante
o soporte del tren posterior ocasional, frecuente o consistentemente sin apoyar
la planta al caminar

10 Soporte ocasional del tren posterior dando algunos pasos. No hay coordinacion
de las extremidades anteriores con las posteriores

11 Soporte del tren posterior ocasional o frecuentemente dando pasos apoyando
la planta. No hay coordinacion de las extremidades anteriores con las
posteriores

12 Soporte del tren posterior ocasional o frecuentemente dando pasos apoyando
la planta. Coordinacion ocasional de las extremidades anteriores con las

posteriores
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13 Soporte del tren posterior frecuente u ocasionalmente dando pasos apoyando
la planta. Coordinacion frecuente de las extremidades anteriores con las
posteriores

14 Soporte consistente del tren posterior dando pasos con la planta de la pata,
coordinacion consistente de las extremidades anteriores con las posteriores y
colocacién de la pata durante la locomocion predominantemente rotada
(interna o externamente) al hacer contacto inicial con la superficie asi como
poco antes de terminar o pasos plantares frecuentes, coordinacion consistente
de los miembros anteriores y posteriores y soporte de peso ocasional en la
superficie dorsal de la pata

15 Soporte del tren posterior consistente y coordinacion consistente de las
extremidades anteriores con las posteriores sin apoyo del todo correcto
durante el avance del miembro hacia delante. Colocacién de la planta
predominantemente paralela al cuerpo al contacto inicial

16 Pasos plantares consistentes y coordinacidon consistente de las extremidades
anteriores con las posteriores durante la marcha y colocacién adecuada
frecuentemente durante el avance del miembro hacia adelante. Colocacion
predominante de la pata en paralelo al contacto inicial y rotada al terminar

17 Pasos plantares consistentes y coordinacidon consistente de las extremidades
anteriores con las posteriores durante la marcha y frecuente colocacién
correcta durante el avance del miembro hacia delante. Colocacién de la planta
predominantemente en paralelo al contacto inicial y al finalizar

18 Pasos plantares consistentes y coordinacidon consistente de las extremidades

anteriores con las posteriores durante la marcha y apoyo correcto
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consistentemente durante el avance del miembro hacia delante. Colocacion de
la pata en paralelo al contacto inicial y rotado al término

19 Pasos plantares consistentes y coordinacién consistente de las extremidades
anteriores con las posteriores durante la marcha y apoyo correcto
consistentemente durante el avance del miembro hacia delante. Colocacion de
la pata en paralelo al contacto inicial y al término y la cola abajo la mayor
parte o todo el tiempo

20 Pasos plantares consistentes y marcha coordinada consistentemente, apoyo
consistente colocacion de la pata predominantemente en paralelo al contacto
inicial y al término e inestabilidad del tronco. La cola consistentemente arriba

21 Pasos plantares consistentes, marcha coordinada, apoyo correcto, colocacion
de la pata predominantemente en paralelo durante toda la postura. Estabilidad
consistente del tronco y la cola consistentemente arriba.

Ocasional < 6 = 50%, frecuentemente: entre el 51 y 94% y consistentemente: 95-

100%

Nota: La persona que realiz6 las evaluaciones clinicas, estaba cegada respecto a

los procedimientos realizados en cada animal incluido en el estudio a fin de evitar

el sesgo en los resultados.

9.15 Evaluacion histolégico-morfométrica

Cuando las ratas seleccionadas para este estudio completaron los 2 meses de
evaluacion funcional, fueron sometidas a toracotomia amplia bajo anestesia previa

para canular la aorta ascendente y perfundir via intracardiaca, con una bomba
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peristaltica, 100 ml de amortiguador de fosfatos mas 1000 Ul de heparina a
temperatura ambiente, seguida de 500 ml de formol amortiguado al 10% con
fosfatos. Las soluciones fueron perfundidas a una velocidad de 30ml/min. Al
término de la perfusion se extrajo la ME desde T8 hasta T10, previa identificacion

macroscopica del sitio de lesion.

Para procesar las muestras de ME se incluyé el epicentro de la lesion mas 0.5 cm
de distancia en direccidn rostral y otro en direccion caudal (aproximadamente de

T8 a T10).

- Los tejidos obtenidos se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M a
pH 7.4) por 1 h, a temperatura ambiente, con tres cambios.
- Se deshidrataron en:
Alcohol al 70% x 1h con 2 cambios
Alcohol al 96% x 1h con 2 cambios
Alcohol absoluto al 100% x 1h con 2 cambios
Alcohol absoluto xilol x 1h con 2 cambios
Xilol x 2h con 2 cambios
Xilol-parafina x 1h a 56°C
Parafina x 12h a 56°C
- Se incluyeron en moldes plasticos
- Se orientaron para hacer cortes transversales seriados de 10 um de grosor

hasta llegar al epicentro de la lesion
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- Se tifieron con “Hematoxilina y Eosina” para cuantificar la cantidad de tejido
preservado, para lo cual el tejido se desparafiné e hidraté de la siguiente
forma:

- Xilol x 2h con 2 cambios

- Alcohol absoluto xilol x 15 minutos con 2 cambios

- Alcohol absoluto al 100% x 15 minutos con 2 cambios

- Alcohol al 96% x 15 minutos con 2 cambios

- Se lavo con agua corriente

- Se coloco en solucion de Hematoxilina de Harris de 2 a 5 min

- Se coloco en alcohol acido (1ml de HCI x 99cc de alcohol de 96°)

- Se lavé en agua corriente

- Se coloco en solucién de eosina durante 10 min (10 g de eosina, 800cc
alcohol absoluto y 200 ml agua destilada)

- Alcohol al 96% x 15 minutos con 2 cambios

- Alcohol absoluto al 100% x 15 minutos con 4 cambios

- Xilol x 15 minutos con 2 cambios

- Se montaron las muestras (entellan de Merk)

Nota:
Con esta técnica los nucleos se observaron de color azul y el citoplasma de color

rojo.

Una vez tefido los tejidos, se identifico el corte donde se observé el epicentro de
la lesién a través de una técnica de iluminacion denominada Normarsky, la cual

permite ver las muestras en relieve y las diferencia por contraste de fases. En
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estas condiciones se seleccionaron las muestras de las laminillas donde se
encontré la mayor destruccion de tejido, una anterior y una posterior a esta. Se
cuantificoé la cantidad de tejido preservado, tomando como referencia el promedio
del total del area de tejido medular a la altura de T-9 en ME de ratas sanas al que
se le resta la cantidad de tejido medular degenerado de los cortes medulares de
ratas de los grupos experimentales, esto mediante un analizador de imagenes

especializado (software Image-data base).

9.16 Aspectos éticos

Todos los procedimientos quirurgicos y experimentales se realizaron con apego a
las normas de la Ley General de Salud (1990) de acuerdo a las recomendaciones
del capitulo referente al manejo de animales en proyectos de investigacion vy
ciencia, asi como de la norma oficial mexicana para el uso de animales de
laboratorio (NOM-062-Z00-1999) (Aluja, 2002). Lo anterior consistio en evitar al
maximo el sufrimiento de los animales incluidos en el estudio, reduciendo el
tamafo de muestra utilizados al minimo necesario para el desarrollo de la
investigacion y cumpliendo con todas las caracteristicas con las que debe contar

un bioterio para realizar este tipo de experimentos.
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10.RESULTADOS

10.1 Experimentos preliminares

10.1.1 Inhibidores metabdlicos

Se realizé una prueba piloto con el fin de observar el efecto de los inhibidores
mitocondriales en relacién a la actividad enzimatica de NADH-DH, S-DH y C-OX
(Figura 5, 6, 7, 8, 9, 10) asi como sobre el proceso de PL (Figura 11 y 12). Lo
anterior con el fin de seleccionar los inhibidores que mejor efecto sobre los

parametros mencionados anteriormente pudieran tener.
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10.1.2 Actividad de NADH-DH evaluada una hora después de la LTME

La actividad de la enzima NADH-DH se evalué una hora después de la LTME,
observandose diferencias significativas cuando se comparo el grupo de ratas con
LTME contra el grupo de ratas sanas y contra los grupos tratados con rotenona,
azida de sodio o cianuro (*p<0.05). De igual forma se observé diferencias
significativas al comparar el grupo de ratas sanas contra el tratado con azida de

sodio y contra el de rotenona (*p<0.05) (Figura 5).
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Figura 5. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima NADH-DH en la ME
de ratas una hora después de la lesion y de la administracion de los distintos tratamientos (LTME = lesion
traumatica de la médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esta representado por la

media ¥ la desviacion estandar (n=7). ANOVA seguida de la prueba de Tukey. * p< 0.05.
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10.1.3 Actividad de NADH-DH evaluada 24 horas después de la LTME

Se evalud la actividad de la enzima NADH-DH 24 horas después de la lesién y se
encontré que no existia diferencia significativa alguna entre los distintos grupos
evaluados. Sin embargo el grupo que mostré cierta tendencia a disminuir la
actividad de la enzima fue el tratado con azida de sodio. Por otra parte el grupo de
rotenona, inhibidor especifico de la enzima NADH-DH, incrementd su actividad en

este modelo experimental (Figura 6).
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Figura 6. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la actividad de NADH-DH en la ME de ratas,

24 horas después de la lesion y después de administrar los distintos tratamientos (LTME = lesién traumatica
de la médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esta representado por la media * la

desviacion estandar (n=7). Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunns *p<0.05.

43



10.1.4 Actividad de la enzima S-DH evaluada una hora después de la

LTME
La prueba se realizdé una hora después de la lesion y se encontré diferencias
significativas cuando se comparé el grupo de ratas sanas con los grupos tratados
con antimicina A, azida de sodio o cianuro (*p<0.05). De igual forma, también se
observd una diferencia significativa al comparar el grupo de ratas con LTME en
relacion a los grupos tratados con antimicina A, azida de sodio o cianuro (*p<0.05)

(Figura 7).
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Figura 7. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima S-DH en la ME de
ratas, una hora después de la lesion y de la administracion de los distintos tratamientos (LTME = lesion
traumatica de médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esta representado por la media

* desviacion estandar (n=7). Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunns. *p<0.05.
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10.1.5 Actividad de la enzima S-DH evaluada 24 después de la LTME

Esta prueba se realizo 24 horas después de la lesion y no se encontré diferencia
significativa entre los distintos grupos evaluados. No obstante lo anterior, los
grupos de antimicina A y azida de sodio mostraron cierta tendencia a reducir la
actividad de la enzima (Figura 8).

En ninguna de las dos evaluaciones se observo el efecto del inhibidor especifico

del A-3-NP sobre la enzima S-DH (Figura 7 y 8).
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Figura 8. En la gréfica las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima S-DH en la ME de
ratas, 24 horas después de la lesion y de la administracion de los tratamientos correspondientes (LTME =
lesion traumatica de médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esta representado por la

media * la desviacion estandar (n=7). ANOVA seguida de la prueba de Tukey DVS. *p<0.05.
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10.1.6 Actividad de la enzima C-OX evaluada una hora después de la

LTME
Esta prueba se realiz6 una hora después de la lesién y se encontré diferencia
significativa cuando se comparo el grupo de LTME con los grupos de ratas
tratadas con azida de sodio o cianuro (*p<0.05). Asi mismo, también se encontro
diferencia significativa cuando se comparé el grupo de ratas sanas con respecto a

los grupos tratados con azida de sodio y cianuro (*p<0.05) (Figura 9).
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Figura 9. En la grafica, las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima C-OX en la ME de
ratas, una hora después de la lesion y de la administracion de los tratamientos correspondientes (LTME =
lesién traumatica de médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esté representado por la

media * la desviacion estandar (n=7). Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunns. *p<0.05.
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10.1.7 Actividad de la enzima C-OX evaluada 24 horas después de la

LTME
Esta prueba se realizo 24 horas después de la lesion encontrandose diferencia
significativa cuando se comparé el grupo de LTME con los grupos de ratas
tratadas con rotenona o azida de sodio (*p<0.05). Asi mismo, también se encontré
diferencia significativa entre el grupo tratado con A-3-NP y el que recibié azida de

sodio (*p<0.05) (Figura 10).
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Figura 10. En la grafica, las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima C-OX en la ME de
ratas, 24 horas después de la lesion y de la administracion de los tratamientos correspondientes (LTME =
lesién traumatica de médula espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo esta representado por la

media * la desviacion estandar (n=7). Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunns. *p<0.05.
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10.1.8 Evaluacién del proceso de PL una hora después de la LTME

Esta prueba se realizo una hora después de la LTME, no encontrandose diferencia
significativa entre los distintos grupos. Sin embargo, los grupos tratados con
rotenona, azida de sodio o cianuro mostraron cierta tendencia a disminuir este
fendmeno con respecto al grupo de LTME que no recibié tratamiento alguno
(Figura 11). Mas aun, en ninguno de los grupos tratados con los inhibidores
metabdlicos se incrementd el proceso de PL por arriba de los niveles observados

en el grupo con LTME sin tratamiento.

PEROXIDACION LIPIDICA
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Figura 11. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la PL en la ME de ratas una hora después
de la lesioén y seguida a los tratamientos correspondientes (LTME = lesidn traumatica de médula espinal; A-3-

NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo estd representado por la media * la desviacién estandar (n=7).

ANOVA seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05.
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10.1.9 Evaluacién del proceso de PL 24 horas después de la LTME

Esta prueba se realizo 24 horas después de la lesion y se observo diferencia
significativa al comparar el grupo de LTME sin tratamiento con respecto a los

grupos tratados con rotenona o azida de sodio (*p<0.05) (Figura 12).
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Figura 12. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la PL en la ME de ratas, 24 horas después
de la lesion y de la administracién de los tratamientos correspondientes (LTME = lesion traumatica de médula

espinal; A-3-NP = Acido 3 nitropropionico). Cada grupo estéa representado por la media * desviacion estandar

(n=7). ANOVA seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05.

A partir de esta fase del estudio se decidié continuar la investigacion solamente
con el uso de los inhibidores rotenona y azida de sodio por los resultados

obtenidos en la prueba piloto descrita anteriormente.

49



10.2 Experimentos finales

10.2.1 Inhibicion vy activacién metabodlica

En las pruebas bioquimicas se hizo la evaluaciéon del activador metabdlico CND,
para hacer una comparacién con los resultados obtenidos en este mismo
fendmeno pero utilizando a los inhibidores mas eficaces de las pruebas piloto que
se realizaron previamente, los cuales fueron rotenona y azida de sodio, ya que
estos dos inhibidores actuaron de manera consistente sobre su enzima y

disminuyeron en forma significativa el proceso de PL.
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10.2.2 Peroxidacion Lipidica

Esta prueba se realizo 24 horas después de la lesion observandose diferencia
significativa al comparar los grupos tratados con rotenona o azida de sodio con
respecto al grupo de LTME sin tratamiento y al que recibié la CND (*p<0.05)
(Figura 13).
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Figura 13. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la PL en la ME de ratas, 24 horas después

de la lesion y de la administracién de los tratamientos correspondientes (LTME = lesion traumatica de médula

espinal; CND = Cocarboxilasa No Degradable). Cada grupo esta representado por la media * desviacion

estandar (n=7). ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey DVS. *p<0.05.
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10.2.3 Actividad de la enzima CPK

Se evaluo el efecto de la administracién temprana de rotenona y azida de sodio
sobre la actividad de CPK 24 horas después de la LTME y se encontré diferencia
significativa cuando se comparoé el grupo de ratas sanas con respecto al grupo de
ratas tratadas con azida de sodio. Aunque el grupo tratado con rotenona mostré
una clara tendencia a disminuir la actividad de la enzima CPK, no hubo diferencia
significativa demostrable (*p<0.05). En cambio, el grupo de LTME mantuvo los
valores de la actividad de la enzima CPK elevados (Figura 14).
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Figura 14. En la grafica las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima CK en la ME de

ratas, 24 horas después de la lesién y de los tratamientos correspondientes (LTME = lesion traumatica de
médula espinal). Cada grupo esta representado por la media * desviacion estandar (n=7). ANOVA seguida de

la prueba de Tukey. *p<0.05.
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10.2.4 Actividad de la enzima LDH

Se evaluo el efecto de la rotenona y de la azida de sodio sobre la actividad de
LDH a las 24 horas y se encontrd diferencia significativa cuando se comparo el
grupo de ratas sanas con respecto al grupo de ratas tratadas con azida y el grupo
de LTME sin tratamiento (*p<0.05). Aunque el grupo al que se le administrd
rotenona mostré una tendencia a disminuir la actividad de la enzima, no se
demostré diferencia significativa (Figura 15).
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Figura 15. En la gréfica las barras muestran el valor promedio de la actividad de la enzima LDH en la ME de
ratas, 24 horas después de la lesion y de la administracion de los tratamientos correspondientes (LTME =

lesion traumatica de médula espinal; CND = Cocarboxilasa no degradable). Cada grupo esta representado por

la media * desviacion estandar (n=7). ANOVA seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05.
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10.2.5 Evaluacion funcional

Se evalud la funcion motora de los miembros posteriores de las ratas con LTME
con y sin la administracion de los diferentes tratamientos observandose una
diferencia significativa en la segunda y tercer semana de evaluacion entre el grupo
tratado con azida de sodio y el que recibié la CND (*p<0.05). Durante el tiempo de
estudio en el cual fueron evaluados los diferentes grupos se encontré que el que
recibio el tratamiento con azida de sodio fue el que mostro una mayor y mas
rapida recuperacion en relacion a los demas grupos (Figura 16).
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Figura 16. En la gréfica se observa el valor promedio de la funcion motora de los miembros posteriores en
relacion al tiempo transcurrido después de la LTME y de la administracién de los tratamientos

correspondientes. (LTME = lesién traumatica de médula espinal; CND = Cocarboxilasa No Degradable). Cada

grupo esta representado por la media * desviacion estandar (n=7). ANOVA de medidas repetidas.*p<0.05.

54



10.2.6 Evaluacion histoldgico-morfométrica

Tejido preservado. Cuando se compararon los grupos experimentales con el
grupo de ratas sanas, se observaron diferencias significativas respecto a la
cantidad de tejido preservado (*p<0.05), pero no se pudo demostrar significancia
entre los grupos experimentales. No obstante lo anterior, el grupo que mostré la
mayor cantidad de tejido preservado fue el tratado con azida de sodio, seguido por
el grupo con LTME sin tratamiento, mientras que el grupo que menos tejido
preservado presentd fue el grupo que recibio la rotenona (Figura 17).
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Figura 17. En la grafica las barras muestran el valor en porcentaje de la cantidad de tejido medular
preservado en ratas con LTME, 2 meses después de la lesion y de la administracién de los tratamientos
correspondientes (LTME = lesion traumatica de médula espinal; CND = cocarboxilasa no degradable). Cada

grupo esta representado por una n=7. ANOVA seguida de la prueba de Tukey. *p<0.05.
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Figura 18. En las imagenes se muestran cortes transversales de la ME tomados del epicentro de la lesién o

de la zona correspondiente en el grupo control en ratas, 2 meses después de la LTME y de la administracion
de los tratamientos correspondientes, en las que se observa la cantidad de destrucciéon de tejido medular
como consecuencia de la LTME, (LTME = lesién traumatica de médula espinal; CND = cocarboxilasa no

degradable).
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10.2.7 Temperatura rectal

Se determino la temperatura corporal con la finalidad de observar una posible
relacion entre esta y la inhibicibn metabdlica, encontrandose que efectivamente
una vez aplicado el inhibidor metabdlico, la temperatura baja alrededor de los 30°
C en comparacion con la temperatura normal, manteniéndose asi por lo menos
durante la primera hora y media después de la LTME y la aplicacién del inhibidor
metabdlico. Posteriormente, al medir la temperatura un dia después de la lesidon
encontramos que la temperatura se incrementa de manera considerable casi
alcanzando la temperatura corporal que mostré el grupo de ratas sanas. Los
grupos de LTME y rotenona mostraron un comportamiento muy similar, siendo el
tratado con azida el grupo que mostrd, por o menos en algunos tiempos,
mantener mas baja la temperatura en comparacion con el resto de los grupos

(Figura 19).
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Figura 19. En la grafica, las lineas muestran el valor promedio a través del tiempo que mostré la temperatura
rectal de ratas con diferentes tratamiento (LTME = lesion traumatica de médula espinal) a1y 1.5 horasy 1, 2

y 3 dias después de la lesion. Cada punto representa el promedio.
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11.DISCUSION

La cadena respiratoria mitocondrial es un sitio donde se genera el radical
superéxido (O,) de manera natural (Nicholls, 2008), cuyo nivel basal puede ser
alterado por diferentes condiciones fisioldgicas o fisiopatologicas (Kowaltowski y
Vercesi, 1999). En este contexto se ha demostrado que mientras que un
desacoplamiento completo o prolongado de la cadena mitocondrial resulta en una
respuesta desfavorable de la funcién celular, existe una clara evidencia de que
desacoplar la cadena mitocondrial de manera parcial o transitoria puede proteger

contra un proceso como la excitotoxicidad (Maragos y Korde, 2004).

La produccién del radical O, es muy sensible a la fuerza protomotriz y esta
puede ser fuertemente disminuida por medio de un desacople mitocondrial.
Diversos registros sugieren que la hipétesis del desacople de proteinas ya habia
sido planteada desde hace mucho tiempo con el fin de disminuir la formacion del
O,” por parte de la mitocondria, aumentando asi la proteccion en ciertos
organismos contra enfermedades y dafio por estrés oxidativo a expensas de una
perdida pequefia de energia (Brand y Esteves, 2005) y en este sentido, varios
estudios han demostrado que el uso de inhibidores metabdlicos puede ser
benéfico en ciertas condiciones patoldgicas. Asi, diversas intervenciones dirigidas
a mantener baja la actividad mitocondrial, han proporcionado nuevas alternativas
para atenuar lesiones agudas del sistema nervioso central (Maragos y Korde,

2004; Pandya y Cols, 2007).
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En la LTME, los mecanismos secundarios de dafio producen una importante
cantidad de ERO (Dumont y Cols, 2001), generando oxidacion en diferentes
sustratos y favoreciendo con ello en el proceso de PL, considerada como la
principal causa de dano en la ME debido a la importante cantidad de lipidos que
constituyen la mielina (Azbill y Cols, 1997), por lo que consideramos que un
desacople eficaz de la cadena mitocondrial podria ser un mecanismo que pudiera
contribuir a la neuroproteccion del tejido nervioso después de una LTME.
Sugerimos anterior por el hecho de que el desacople de la cadena respiratoria
incrementa la proporcion respiratoria mitocondrial, disminuyendo la vida media de
la UQ" en la cadena respiratoria y la probabilidad de generar radical 02; por la
donacién electrénica de la UQ" al O,. Otra interesante hipétesis del porque el
desacople de la cadena respiratoria reduce la generacién de ERO se basa en el
hecho de que el radical 02; formado en el sitio citoplasmatico de la membrana
mitocondrial interna durante el ciclo de la coenzima Q, puede combinarse con
protones y formar el radical perhydroxil, el cual puede difundirse rapidamente a
través de la membrana interna y generar radical 02; en la matriz mitocondrial.
Este proceso puede disminuir la concentracién del radical Oz; en la cara
citoplasmatica de la membrana mitocondrial interna, incrementando dicho radical
en la matriz mitocondrial, lo cual es estimulado por la presencia del gradiente
protonico. Este modelo también explica como él radical O; generado en la cara
citoplasmatica de la membrana mitocondrial interna difunde y es convertido en
peroxido de hidrogeno por la enzima superoxido dismutasa dependiente de

manganeso en la matriz mitocondrial. No obstante lo anterior, es probable que
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solo una fraccion del radical O, generado en el espacio intermembranal se
combine con protones, mientras que otra parte se combine con el citocromo ¢ o

promueva la oxidacion lipidica (Kowaltowski y Vercesi, 1999).

Evidencias recientes, obtenidas en un modelo de isquemia focal, sugieren que
inhibiendo el metabolismo energético aerdbico, se incrementa la actividad
enzimatica de la LDH, generando con ello un medio acido (pH=6.2) que ejerce un
mecanismo neuroprotector contra el dafio provocado por la excitotoxicidad, debido
a que un pH acido genera cambios conformacionales en los rNMDA, principales
responsables del fendmeno de excitotoxicidad, y porque el inhibir el metabolismo
aerobico implica una baja en la produccion de ATP, moléculas energéticas
necesarias para mantener estable la estructura de los rINMDA (Vornov y Cols,

1996).

En el presente trabajo se demostré que la disminucion de la actividad metabolica
favorece la recuperacion motora, esto indica que probablemente se disminuya
también el dafo al tejido, aunque no se observaron diferencias significativas entre

los grupos en la preservacion del tejido.

Por otro lado la atenuacion en el flujo de electrones provocada por la
administracion del inhibidor del complejo | mitocondrial rotenona en ratas con
LTME, asi como la limitada preservacion de tejido medular y pobre recuperacion
funcional motora de los miembros posteriores, podria estar explicada porque en

estudios previos se ha demostrado como el uso de este inhibidor en condiciones
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de hipoxia no permite la estabilidad del Factor inductor de Hipoxia (HIF-1a por sus
siglas en ingles) el cual se ha asociado con la proliferacion y supervivencia celular
(Schroedl y Cols, 2002). En contra parte el inhibidor del complejo IV mitocondrial
azida de sodio que en el modelo de la LTME mostré una recuperacion funcional
importante, podria estar actuando a través de permitir el arrastre del flujo
electronico hasta el complejo Il mitocondrial, que ha sido propuesto por Schroedl|
y Cols (2002) como un sensor al oxigeno que permite la activacion de senales

intracelulares por las ERO mitocondriales, permitiendo la estabilizacion del HIF.

Al inhibir el metabolismo con azida de sodio, demostramos una disminucion
significativa en la formacion de ERO ademas de incrementar la actividad de las
enzimas LDH y CPK favoreciendo con ello la recuperacién funcional de las
extremidades posteriores de las ratas con LTME. Aunado a lo anterior, se
demostré que con el uso de un activador metabdlico como la CND, capaz de
reactivar el metabolismo aerdbico (Patel y Korotchkina, 2001; Tittmann, 2009), se
incrementa de manera considerable el proceso de PL y esto se refleja en la
escasa recuperacion funcional de los animales, resultados compatibles con

estudios previos (Torres, 2000).

Por otra parte se ha descrito que en todos los organismos existen mecanismos
compensatorios, protectores o de defensa mediante los cuales logran mantener
un control sobre condiciones adversas. Un ejemplo, se observa en la tolerancia a
la hipoxia por ciertos animales, problema que es resuelto a través de mecanismos

bioquimicos Yy fisiologicos como el arresto metabdlico y ciertas funciones capaces
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de estabilizar las membranas celulares, lo cual constituye una de las estrategias
mas efectivas para extender la tolerancia a la hipoxia (Hochachka, 1986; Gentile y
Cols, 1996; Andrews y Cols, 1998). Por lo anterior, el disminuir la actividad
metabdlica a través de inhibidores mitocondriales después de una LTME, podria
funcionar como un mecanismo compensatorio o de defensa, que le permitiria al
organismo evitar la formacion masiva de moléculas dafinas tales como las ERO,
lo que se reflejaria en un menor dafo al tejido nervioso y por ende en una
recuperacion funcional significativa de los miembros posteriores de las ratas
sujetas a este tratamiento, pese a que paralelamente se disminuya la formacién de
estructuras energéticas necesarias para el organismo, ya que este se mantiene
con las reservas minimas que evitan que las células nerviosas se dafen

permanentemente.
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12.CONCLUSIONES

De acuerdo un los resultados obtenidos en el presente trabajo concluimos que el
tratar del restablecer o incrementar el metabolismo celular aerébico con CND en
las etapas agudas posterior a una LTME, incrementa el dano provocado por los
mecanismos secundarios de lesion, activa procesos adversos como la PL y la
muerte celular, ademas de que no favorece la recuperacion de la funcion motora

de los animales que recibieron dicho tratamiento.

De manera contrastante la inhibicién del metabolismo celular aerébico mediante la
administracion de azida de sodio en la etapa aguda posterior a una LTME,
disminuye el dafio provocado por los mecanismos secundarios de lesién, ya que
reduce significativamente procesos adversos como la PL y la muerte celular,
ademas de favorecer una mayor recuperaciéon en la funcibn motora de los

animales que recibieron este tratamiento.

Los resultados permiten sugerir que algunos mecanismos secundarios de lesion
desencadenados después de una LTME, podrian mas bien ser mecanismos de
proteccién, en particular la inhibicion del metabolismo aerdbico a través de

inhibidores de las enzimas de complejos mitocondriales.
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