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RESUMEN

La administracion de megadosis (30 mg/Kg de peso corporal) de
metilprednisolona (MP) en la fase aguda posterior a una lesién traumatica de
la médula espinal (LTME), es hasta la fecha el unico tratamiento aceptado en
los seres humanos. Sin embargo en los resultados obtenidos existe
controversia incluso en modelos experimentales. Por ello es que se continua
buscando alternativas terapéuticas para este tipo de lesion; tal es el caso de
cocarboxilasa no degradable (CND), coenzima que en otras condiciones
patologicas apoya la producciéon de energia, restableciendo el metabolismo
aerdbico, ademas de mantener la reserva alcalina y normalizar el pH.
OBJETIVO: Determinar el efecto de CND sobre el metabolismo celular, la
preservacion de tejido y la funcion motora de ratas adultas con lesion
traumatica moderada de médula espinal. MATERIAL Y METODOS: Se
estudiaron ratas adultas de la cepa Long-Evans divididas al azar en 7
grupos (n=6); grupo 1: ratas sanas sin LTME; grupo 2: ratas con LTME;
grupo 3: ratas con LTME + CND; grupo 4: ratas con LTME + MP; grupo 5
ratas con LTME + CND + MP; grupo 6 ratas con LTME + CND + dismutasa del
superoxido (DSO) + catalasa (CAT) y grupo 7 ratas con LTME + DSO + CAT.
Los animales designados fueron sometidos a LTME de intensidad moderada,
utilizando el modelo de lesiéon por contusion, dejando caer un peso de 15 g a
una distancia de 5 cm. sobre la médula espinal (ME) expuesta. A los 5 min.,
2,6,y 20 h después de la LTME, se administro la MP a dosis de 30 mg/Kg de
peso corporal. La CND se administro a los mismos tiempos con dosis
progresivamente mayores (50, 80, 100 y 150 mg/Kg). La DSO y CAT se
aplicaron en 4 dosis c/u a razén de 1.2 y 2.5 mg/Kg de peso corporal
respectivamente. Para los estudios bioquimicos, las ratas se sacrificaron 24
h después por decapitacion y se extrajo 1 cm de médula espinal con la zona
de lesion en el centro, se libero de meninges y se homogenizé para evaluar
las concentraciones de lactato, Creatinina fosfocinasa (CPK) vy
Malondialdehido (MDA) por espectrofotometria. Los animales que se
utilizaron para la parte clinica, se evaluaron durante 2 meses después de la
LTME utilizando la escala motora Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) vy
finalmente se realizaron las pruebas histolégicas y morfometricas para
determinar el tejido preservado y numero de axones mielinizados.
RESULTADOS: A nivel bioquimico, la administracion de CND incrementa los
niveles de MDA, disminuye significativamente los niveles de lactato (p<0.05)
y no modificé los niveles de CPK. Al combinar CND con MP no se
disminuyeron los niveles de MDA con respecto al grupo control. Sin
embargo al combinar CND con DSO + CAT se observo una disminucién de
los niveles de lactato y se mantuvo disminuida la concentracién de MDA. En
el aspecto clinico no se observo diferencia significativa entre los grupos con
diferentes tratamientos (p<0.05), no obstante el grupo de los antioxidantes
fue el que mayor recuperacion presento; los grupos de CND y MP también
presentaron escasa recuperacion motora y el grupo tratado con CND + MP
no presento recuperacion alguna. Morfologia; a) Aunque no se presento



diferencia significativa (p<0.05) el grupo con mayor tejido preservado fue el
tratado con DSO + CAT, seguido por el de lesién sin tratamiento. El grupo
con menor cantidad de tejido preservado fue el tratado con CND, seguido
por le tratado con CND + DSO + CAT. b) No se observo diferencia
significativa entre los grupos experimentales (p<0.05). Sin embargo, el grupo
de lesion sin tratamiento presenté el mayor numero de axones mielinizados
con respecto a los grupos con tratamiento, seguido por los tratados con MP,
CND y antioxidantes. CONCLUSIONES: Después de una LTME de intensidad
moderada en ratas, la CND es un compuesto capaz de disminuir la acidez
intracelular, pero incrementa el proceso de lipoperoxidacion. Al combinarlo
con DSO + CAT se disminuyé el proceso de lipoperoxidacion, lo cual no
sucede cuando se combino con megadosis de MP. En cuanto a la
recuperacion motora, se observo que la CND provoca una recuperacion
similar a la de MP; obteniéndose mayor recuperacion cuando se combina
con los antioxidantes. Asi mismo, la CND preservé la menor proporcion de
tejido nervioso y aun cuando se combino con antioxidantes 6 MP no se
observo un mejor efecto. Por lo anterior es posible que el intentar restaurar
el metabolismo energético en las etapas iniciales después de una LTME
puede producir efectos negativos que finalmente se reflejan en la
recuperacion clinica.
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INTRODUCCION.

Antecedentes.

La lesion traumatica de la médula espinal (LTME) es un problema de salud publica
que pone en riesgo la vida de los pacientes en fase aguda, y que en los que
sobreviven puede producir incapacidad a largo plazo con pérdida permanente del
control voluntario en la locomocién y el soporte corporal de las extremidades,
ademas de generar una gran variedad de disfunciones sensitivas y autonémicas
con devastadoras repercusiones personales, econdmicas y sociales (Whiteneck et
al., 1992; Dituno., 1994 y Fehlings., 2001).

De acuerdo a la intensidad con la que se produce el dafio, la LTME ocasiona
alteraciones estructurales y funcionales que oscilan desde el bloqueo transitorio de
la conduccién de los impulsos nerviosos, hasta la pérdida total de las funciones
motora y sensitiva por debajo del sitio dafado, traduciéndose en paraplejia si solo
afecta miembros inferiores o en tetraplejia si afecta miembros inferiores y

superiores (Tator y Fehlings., 1991).

A nivel mundial la LTME presenta una incidencia anual que oscila entre 12 y 40
casos por millén (Whiteneck et al., 1992; Dixon et al., 1993; Dituno y Formal.,
1994; Tator., 1995 y Fehlings., 2001), reportdndose especificamente para nuestro
pais, en el unico estudio que existe hasta la fecha, una incidencia anual para la

zona metropolitana de 12 casos por millén (Ibarra et al., 1990).

Aproximadamente, el 80% de las personas con LTME son del sexo masculino
(Bracken et al., 1992 y Fehlings., 2001) y al momento de la lesion alrededor del
75% se encuentra entre los 15 y los 35 afos de edad (Eisenberg y Tierney., 1985;
Tator; Fehlings., 1991 y Fehlings., 2001), ubicandose entre las principales causas
de esta patologia a 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 y
Fehlings., 2001).

A pesar de los avances en los cuidados médicos e incluso en los centros de
atencién especializados, la mortalidad en individuos con LTME se reporta entre 6 y
17% (DeVivo et al., 1990; Burney et al., 1993) y la frecuencia del suicidio entre los
pacientes parapléjicos rebasa 10 veces la reportada en poblaciones similares pero

sin este tipo de lesion (Rish et al., 1997).

Por todo lo anterior, la LTME representa un gasto econdmico elevado que
comprende el ocasionado por el tratamiento inicial y el del manejo para reintegrar
socialmente a los pacientes, incluyendo las terapias de rehabilitacion, los aparatos
ortopédicos, las sillas de ruedas y las adaptaciones especiales requeridas
(Stripling., 1990 y Fehlings., 2001). En nuestro medio este tipo de lesién es causa
de incapacidad permanente, que para las instituciones de seguridad social implica

una erogacion agregada secundaria a las pensiones.

Fisiopatologia de la Lesiéon Traumatica de Médula Espinal.

El principal problema en una LTME radica en su complejidad, ya que su
fisiopatologia involucra tanto al dafio mecanico primario como, a los mecanismos
secundarios de lesién. Lo relevante es que la mayor parte de la destruccion del
substrato anatomico necesario para la recuperacion neuroldgica, y el déficit
funcional total, son el resultado de los mecanismos secundarios de lesion mas que
del dafio mecanico primario (Young y Flamm., 1982; Stokes et al., 1983; lizuka et
al., 1986; y Fehlings., 2001).

Entre los mecanismos secundarios de lesion se considera a la isquemia como uno
de los mas relevantes, ya que aunada a otros procesos patolégicos como el
edema y la hemorragia, dificultan e incluso impiden la perfusion de la médula
espinal (ME), no sdlo en el sitio de lesién, sino en varios segmentos medulares,

provocando bajos niveles energéticos celulares, menor disposicion de ATP,



bloqueo de la bomba sodio-potasio y otros canales, acumulacion citosodlica de
calcio e hidrogeniones, despolarizacién de la membrana, muerte celular (Jannot y
Raccah., 1999) y por ende incremento en la extension de la lesion original (Fig. 1).
El proceso isquemico suele estar seguido por una fase de reperfusion tisular la
cual puede incrementar el dafio en la ME al promover el flujo de especies de
oxigeno reactivas y otros productos toxicos que desencadenan numerosos
procesos autodestructivos y producen déficit funcional permanente (Tator vy
Fehlings., 1991; Lu et al., 2000 y Fehlings., 2001).

La isquemia produce alteraciones en la via glucolitica aerdbica que obligan a las
células a recurrir a un mecanismo homeostatico de respiracion anaerobia que solo
les proporciona 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa, permitiéndoles
sobrevivir precariamente. Sin embargo, la célula en anaerobiosis agota el ATP
intracelular en poco tiempo, la membrana se despolariza y se bloquean tanto la
bomba (Na*-K*)-ATPasa como la entrada de nuevas moléculas de glucosa, por lo
que la célula no puede por si misma volver a una metabolismo aerébico, que le
proporcione 38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (Conn y Stump.,
1976).

En condiciones anaerobias, el acido piravico procedente de la glucdlisis, se reduce
a acido lactico ocasionando incremento en los niveles de lactato, obtencion
insuficiente de energia, acidez intracelular y reduccion en los sistemas
amortiguadores a nivel perivascular y en la sangre. La acidosis resultante interfiere
con la funcién enzimatica normal (Ganong, 1980), proporciona un medio ambiente
favorable para la formacion de especies reactivas de oxigeno (Hogg, 1998) y la
subsecuente lipoperoxidacion, que se ve incrementada por la presencia de hierro
(Thomas et al., 1985; Gutteridge, 1986), ademas de constituir un mecanismo
importante en la formacion del edema intracelular en células del sistema nervioso
(Staub et al., 1993). La acidosis y la disfuncidn tisular coexisten simultdneamente y
si no se corrigen en corto plazo producen despolarizacion de la membrana, muerte

celular y lesiones organicas irreversibles (Conn y Stump., 1976).



Figura 1. Fisiopatologia de la lesion aguda en

médula espinal (Hall., 1992).
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Tratamiento Farmacolégico de la Lesion Traumatica de Médula Espinal.

Se han intentado diferentes tipos de tratamiento para la LTME, como es el uso de
esteroides, antagonistas de receptores a glutamato, la inhibicién de la oxido nitrico
sintasa, la administracion de factores troficos en el sitio de lesion o la modulacion
de la respuesta inflamatoria (Kwon y Wolfram., 2001). Sin embargo, en la
actualidad, el unico farmaco aceptado a nivel mundial para el manejo temprano
de esta patologia en seres humanos es la metilprednisolona (MP), esteroide de
tipo glucocorticoide (fig, 2) que administrado en megadosis (30 mg/Kg de peso
corporal) y de manera temprana fue el primer medicamento que permitio la
recuperacion motora y sensitiva en forma parcial de pacientes con LTME (Bracken
et al.,, 1990; Bracken et al., 1992; Hall., 1992; Bracken et al., 1997; Wing et al.,
1998 y Bracken., 2001). Se ha descrito que la MP mejora y mantiene el
metabolismo energético aerdbico (Anderson et al., 1982; Braughler y Hall, 1983;
Braughler y Hall, 1984), previene la isquemia postraumatica en la ME manteniendo
el flujo sanguineo tisular (Young y Flamm, 1982; Hall et al., 1984), disminuye la
formacion de acido lactico y los niveles de arginina (substrato necesario para la
produccién de oxido nitrico) y disminuye las concentraciones extracelulares de

glutamato (Farooque et al., 1996).

Sin embargo, el empleo de MP en

pacientes con LTME no ha permitido )WO'[Na]-
una recuperacion clinica completa OO 4
(Bracken et al., 1992) y aun existe HO OH

controversia en los resultados

funcionales obtenidos por diferentes

grupos con la administracion de este °

farmaco (Faden et al., 1984; Hall et al.,  Figura 2. Metilprednisolona succinato
1984; lizuka et al., 1986; Holtz et al., de sodio.

1990; Constantini y Young 1994;
Braughler et al., 1997 y Fehlings et al;
2001).



En fechas recientes, se ha llegado incluso a recomendar, que el manejo con altas
dosis de MP sea excluido como una intervencién posterior a una LTME. Lo
anterior se debe a que en algunos estudios no se ha podido demostrar una
recuperacion funcional significativa ya que en otros se han resaltado los efectos
deletéreos que provoca (Short et al., 2000 y Hurlbert., 2001), por lo que es
necesario continuar en la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que solas

0 aunadas a la MP permitan resultados mas consistentes.

Cocarboxilasa no degradable.

La cocarboxilasa no degradable (CND) o pirofosfato de tiamina es una coenzima
que apoya la produccién de energia y que ejerce sus efectos a nivel de la
mitocondria, en el mantenimiento de la reserva alcalina y la normalizacion del pH,
el cual en organismos normales se conserva entre 7.35 y 7.45 unidades. La CND
es una molécula libre de efectos secundarios de tipo inmunoldgico, resistente a las
hidrolasas del medio interno, lo que le permite conservar su fosforilaciéon y con ello
alcanzar todas las células, para desempenar su funcién enzimatica. La CND
posee una energia de activacion 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 el metabolismo

celular, hasta que la circulacién colateral modifique el cuadro.

La CND es una molécula con enlace H o
fosfato de alta energia (fig, 3), que O—||3—O—||3—CH
participa en la sintesis de | A | | (l) (')
neurotransmisores y es indispensable en el 7 5

metabolismo oxidativo al funcionar como

coenzima de 3 importantes enzimas Figura 3. Cocarboxilasa no

(Fig, 4): degradable.

a-Cetoglutarato Deshidrogenasa (DPG): participa en la formacion irreversible de

succinil-CoA a partir del [I-cetoglutarico. La DPG favorece las reacciones del



ciclo de los acidos tricarboxilicos en el sentido de la cadena respiratoria (Booth
y Khalifah, 1996).

Transcetolasa: interviene en el metabolismo de las pentosas participando
en la degradaciéon 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, compuesto que aumenta la afinidad de la
hemoglobina al oxigeno (fenédmeno de suma importancia en procesos
patolégicos que implican hipoxia e isquemia). Permite la reducciéon y con ello
la captacion de moléculas de oxigeno (Blum., 1968 y Schenk y Duggleby.,
1998).

Piruvato deshidrogenasa: realiza la descarboxilacién oxidativa del acido piruvico
proveniente de la glucdlisis para formar acetil-CoA, combustible necesario para

el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Strumilo y Czernieck, 1999).

Por lo anterior, la CND es capaz de favorecer la fosforilacion oxidativa a diversos
niveles, incluyendo los canales i6nicos (Mody et al., 1988 y MacDonald et al.,
1989), permite una mejor captacion de oxigeno por el eritrocito (Devlin et al., 1991)
y atenua el dafo endotelial. Asi mismo, se ha demostrado que la administracion
de complejos vitaminicos que contienen CND aumentan la utilizacion de -

cetoglutarato en el tejido nervioso (Rozanov et al., 1990).

Debido a que los fendmenos hipdxicos-hipovolémicos bloquean la actividad de la
piruvato deshidrogenasa y otros complejos enzimaticos, la célula desvia la
produccidén de energia hacia la glucdlisis anaerobia y es aqui en donde la CND
puede actuar, ya que forma parte de un complejo enzimatico que descarboxila al
piruvato paso relevante para entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos,
simplificando la acciéon 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
aun en condiciones de hipoxia, logra mantener la produccion de energia a pesar
de las condiciones desencadenadas, revirtiendo la acidosis metabdlica (Abeles,
1992 y Werner, 1992).

Figura 4. Sitios de accién de la CND.

Proteinas Carbohidratos Pentosas Grasas

Aminoacidos 3 Fosfogliceraldehido \ Acidos grasos
l 2-3 DPG eritrocito
Piruvato
2H+ ‘_l_> CO,
LACTATO Acetil-CoA <

Oxalacetato Citrato

Ciclo de los Acidos
Tricarboxilicos

Succinato a-Cetoglutarato

ADP + Pi

NADH Cadena
FADH, Respiratoria

ATP



La vida media de la CND después de administrar un bolo de 50 mg de tiamina es
de 664 minutos y mas del 50% se excreta por orina (Tallaksen et al., 1993). En
cuanto a su toxicidad, se ha reportado que la maxima dosis tolerada en animales
sanos es de 120 mg/Kg, ya que con 150 mg/Kg muere el 15% y con 250 mg/Kg,
el 65% (Malachovs, 1965). No obstante lo anterior, en animales con problemas
hipoxicos se ha reportado que dosis de 150 mg/Kg de peso son benéficas y

ayudan a revertir el proceso y a disminuir el dafio (Larrieu et al., 1987b).

A la fecha la CND se ha empleado con éxito en el tratamiento auxiliar de
patologias tales como infarto al miocardio (Larrieu et al., 1987b; Lindenbaum et al.,
1989), trombosis renal o mesentérica (Benitez, 1996), alcoholismo (Rooprai et al.,
1997), shock séptico (Lindenbaum et al., 1989), acidosis diabética y metabdlica,
hipoxia neonatal (Larrieu et al., 1987a; Yllescas et al., 1997), accidentes
anestésicos, procesos neuriticos, accidente cerebral vascular e isquemia cerebral
(Eninia, 1974).

En patologias similares también se han empleado algunos antioxidantes dentro de

los que se destacan la dismiutasa del superoxido y la catalasa.

Dismutasa del superoxido mimética.

La dismutasa del superoxido (DSO) fue la primer enzima que se conocid, que
actuaba sobre un radical libre, se conoce que existen tres diferentes tipos la
citoplasmatica, mitocondrial y una de tipo extracelular, el tamafio y caracteristicas
de esta enzima (compuesta por dos subunidades idénticas de peso molecular de
31.2 kd; con aproximadamente 25 residuos de glicina por cada subunidad para la
DSO citosdlica) evita que se transporten a través de las membranas celulares, por
lo que en la actualidad se han desarrollado compuestos miméticos que tienen una

actividad similar y a demas, si pueden atravesar las membranas celulares.

La dismutasa del superoxido mimética (fig, 5) de la cual su formula quimica es

Manganese (lll) tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin chloride (MNnTBAP) y es una



molécula con la capacidad de atravesar a las membranas celulares, tiene la
misma funcién que la SDO, dismutando el anidon superoxido (O2°-) y formando

peroxido de Hidrégeno (H202) y oxigeno molecular (Oo).

MnTRAP

Estudios realizados en hepatocitos de
ratas indican que el 20% del O,°- que

se forma en la mitocondria puede pasar

al citosol, mientras que el 80% restante
puede ser neutralizado por la DSO
mitocondrial, dejando ver la importancia Figura 5. MnTBAP
de esta enzima evitando el estrés

oxidativo.

La DSO ha mostrado efecto protector en diferentes patologias como son, procesos
inflamatorios (Frank., 1983), en tejidos sometidos a isquemia (Mc Cord., 1985), asi
como disminuyendo la lipoperoxidacion en lesién de médula espinal (santoscoy et
al., 2002).

Catalasa.

La catalasa es una enzima que es localizada mayormente en los peroxisomas,
protege a la célula de la acumulacién de H,O, (es una molécula estable no radical
y que puede difundirse a través de las membranas bioldgicas a una velocidad

rapida) por dismutacion formando H,O o trabajando como una peroxidasa.
HO, + H,Op -------- 2H,0 + Oz Actuando como dismutasa
H.O, + RHy; - 2H,O0 + R Actuando como peroxidasa

La catalasa ha sido utilizada a tratar procesos en los cuales el H,O, a sido

involucrado como un agente deletéreo en lesiones inflamatorias (Till et al., 1982).
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En ultimas fechas se han utilizado a los antioxidantes como tratamiento para
inhibir la formacion de especies de oxigeno reactivas y evitar el dano que estas
pueden provocar en estructuras como acidos grasos poliinsaturados

(lipoperoxidacion), proteinas y material genético (fig, 6).

Figura 6. Mecanismos bioquimicos de lesiéon por isquemia-reperfusion y la
participacion de DSO y CAT.
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PROBLEMA

El proceso isquémico que se observa después de una LTME no sélo afecta el sitio
de lesion sino que se extiende varios segmentos en la ME y es capaz de
desencadenar alteraciones en el metabolismo celular por falla en la via glucolitica
aerobica con el consecuente incremento del lactato y por lo tanto de la acidez
intracelular, lo cual interfiere con la funcidon enzimatica normal y genera obtencion
insuficiente de energia. La acidosis y la disfuncion tisular coexisten
simultaneamente y si no se corrigen en corto plazo producen despolarizacion de la
membrana, muerte celular y lesiones organicas irreversibles que repercuten

directamente sobre el estado funcional de los sujetos con LTME.

HIPOTESIS

Si la CND es capaz de mantener la produccién de energia en el area afectada
después de una LTME, entonces el dafio a la ME por los mecanismos de lesion
secundarios se reducira, los niveles de lactato tenderan a la normalidad, las
concentraciones de los productos derivados de la lipoperoxidacion como el
malondialdehido (MDA) se mantendran bajas, la actividad de enzimatica se
recuperara y las condiciones clinicas de los animales seran mejores al

compararlos con aquellos a los que no se les administré la CND.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de cocarboxilasa no degradable sobre el metabolismo celular,

la preservacion de tejido y la funcion motora de ratas adultas con lesion traumatica

moderada de la médula espinal.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Evaluar la capacidad de la CND para disminuir las concentraciones de
lactato después de una LTME.

2. Evaluar el efecto de la CND sobre la actividad de la creatina fosfocinasa
(CPK) después de una LTME.

3. Evaluar la capacidad de la CND para disminuir la concentracién de MDA

después de una LTME.

4. Evaluar el efecto de CAT y DSO en la LTME.

5. Evaluar la capacidad de la CND para disminuir la extension del tejido de ME

afectado.

6. Evaluar el efecto de la CND sobre la funciéon motora de las extremidades

posteriores de animales con LTME.

7. Evaluar el posible efecto sinérgico entre CND mas MP y CND mas CAT
mas DSO.

13



MATERIAL Y METODO.

Muestra.

El estudio se realiz6 con ratas de la cepa Long-Evans adultas de las cuales 42

fueron machos con un peso de 300 a 350g y 42 hembras con un peso de entre

200 y 300g (12 a 14 semanas de edad). Las cuales se dividieron en 7 grupos,

constituidos por 12 ratas cada uno (Fig. 5).

Grupo 1. Grupo control de estrés quirurgico: Ratas sanas a las que se les realizé
la misma maniobra quirurgica que a los demas grupos pero no se les
produjo la LTME ni se les administro tratamiento alguno.

Grupo 2. Ratas con LTME vy sin tratamiento.

Grupo 3. Ratas con LTME y administracién de CND.

Grupo 4. Ratas con LTME y administracién de MP.

Grupo 5. Ratas con LTME y administraciéon de CND+MP.

Grupo 6. Ratas con LTME y administracion de CND+DSO+CAT.

Grupo 7. Ratas con LTME y administraciéon de DSO+CAT.

Diseiio del estudio.

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

Aspectos éticos.

Todos los procedimientos quirurgicos y experimentales se realizaron con apego a
las normas de la Ley General de Salud (1990) y de acuerdo a las
recomendaciones del capitulo referente al manejo de animales en proyectos de
investigacion y ciencia, asi como de la norma oficial mexicana para animales de
laboratorio(Aluja., 2002).

Variables.
a) Variables independientes: LTME, administracion de CND, MP, DSO y CAT.
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b) Variable dependientes: niveles de lactato, CPK, MDA, cantidad del tejido
medular preservado y resultados de la evaluacion funcional de los animales de

estudio.

Figura 7. Disefo experimental.

84 ratas Long-Evans

|

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7
12 ratas 12 ratas 12 ratas 12 ratas 12 ratas 12 ratas 12 ratas
control LTME LTME LTME LTME LTME LTME

S/T CND MP CND CND DSO
MP DSO CAT
CAT
A 4 L 2

A 6 ratas hembras por grupo se les
realizd evaluacion clinica semanal
durante 2 meses con la escala
motora Basso-Beattie-Bresnahan

En 6 ratas machos por grupo se

determinaron las concentraciones

de lactato, CPK y MDA 24 horas
posteriores a la LTME

(BBB)

A 4

Andlisis morfométrico del tejido de
meédula espinal preservado, al
finalizar los 2 meses de
evaluacion clinica

Criterios de 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.
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Criterios de exclusiéon
Se excluyeron todas las ratas cuyo hematoma fue lateralizado con respecto a la
zona central de la ME y las ratas que no completaron el tiempo de evaluacion

propuesto (ratas que murieron antes de cumplir 2 meses posterior a la lesion).

Técnica anestésica:
Antes de cada procedimiento quirurgico los animales se anestesiaron con una
mezcla de ketamina (clave 226, sector salud) e hidrocloruro de xilacina (Bayer) a

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

Lesion traumatica de la médula espinal.

Bajo el efecto de la anestesia, previa asepsia y antisepsia, se realizé una incisién
media sagital en la piel de la regidn toracica baja y se disecaron los musculos
paravertebrales de las apodfisis espinosas. Posteriormente, se separo el periostio
de las laminas vertebrales. Se extirparon tres apofisis espinosas de toracica 8 a 10
(T8-T10) para Vvisualizar ampliamente las I|aminas correspondientes.
Posteriormente se extirpd la lamina a nivel de T9, para exponer la porcion dorsal
de la ME sin lesionarla y manteniendo las meninges intactas. Bajo la técnica
descrita por Allen en 1911; modificada por Guizar en 1994, los animales
programados para LTME, fueron colocados en un equipo de cirugia estereotaxica,
donde se dejo caer un cilindro de acero inoxidable (con peso de 15g con una
punta roma de 2mm de diametro y 1cm de largo) de una altura de 5¢cm (lesion de
intensidad moderada), a través de un tubo guia sobre la ME expuesta. La
intensidad de lesion fue de 75g/cm. Se observo el sitio del impacto a través del
microscopio quirurgico para corroborar la formacion de un hematoma a nivel
central. La fascia muscular y la piel en la incisibn quirdrgica se suturaron por

planos con puntos simples.

16



Administracion de cocarboxilasa no degradable.

Se aplico la CND via intraperitoneal a los 5 min., 2, 6 y 20h posterior a la LTME.
Las dosis se incrementaron progresivamente: 50, 80, 100 y 150mg/Kg de peso
corporal, en volumen variado de acuerdo a la proporcion de 100mg de CND/ml
(Larrieu et al., 1987 y Yllescas et al., 1997).

Administracion de la metilprednisolona.

La MP (sector salud, clave 476) en forma de succinato de sodio se disolvio en
solucion fisiolégica (NaCl al 0.9%) y se inyecto via intraperitoneal a los 5 min., 2, 6
y 20h después de la LTME, en bolo, a razén de 30mg/Kg de peso corporal en un
volumen de 0.48ml (Braughler y Hall, 1983).

Administracién de dismutasa del superoxido mimética y catalasa
La MnTBAP (Sigma, No. M1018) y CAT (Sigma, No. 232-577-1) de Aspergillus
niger se aplicaron via intraperitoneal a los 5 min, 2, 6 y 20h después de la LTME,

en bolo, a razén de 1.2 y 2.5mg/ml/Kg de peso corporal respectivamente.

Obtencién de la muestra.

Para las determinaciones bioquimicas de MDA, CPK y lactato. Una vez cumplido
el tiempo de estudio, los animales fueron decapitados y se extrajo la ME desde T8
hasta T10 y se retiraron las meninges. La muestra se coloco en solucién fisioldgica
enfriada en hielo. Se peso y se colocoé en buffer Tris 20 mM guardando una
relacion peso/volumen de 3 x 7 para hacer el homogenizado correspondiente.
Posteriormente se congelaron las muestras con hielo seco hasta su utilizacion.
Todo el proceso se efectudé en aproximadamente 30 segundos para evitar la

oxidacion del tejido.
Para las pruebas de CPK, se obtuvo sangre del animal decapitado la cual se

centrifugo a 3000 rpm durante 15 min para obtener el plasma donde se realizé la

evaluacion.
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A fin de evitar el sesgo durante el analisis de las muestras, se asigné una clave
especial a cada una de las muestras, la cual se conservo hasta el final de la fase

del analisis estadistico.

Determinacién del lactato.

Los niveles de lactato se determinaron utilizando un método enzimatico
colorimétrico de punto final para el cual no se requiere desproteinizacion. Se
empled un kit de Lactato PAP (Sigma, formula No. 735) que consta de 3 reactivos
R1: estandar de lactato, R2: amortiguador y R3 enzimas. La linealidad es de 10
mmol/l (900mg/l).

Para esta prueba se emplearon 1001l del homogenizado de ME. La muestra del
homogenizado se incub6 con el reactivo durante 5 minutos a una temperatura de
20 —-25°C, para posteriormente leerse en un espectrofotometro Beckman DU-650 a
505 nm.

Determinacion de la creatinina fosfocinasa en plasma.
Se han reportado niveles elevados de la CPK en enfermedades cerebro-
vasculares con componente isquémico desde las 4 a 6 horas después del evento y
han alcanzado su pico entre las 18 y 30 horas (accidentes cerebro vascular, lesion
vascular hemorragica, desordenes neuroldgicos, hidrocefalia, epilepsia, etc.). Para
la cuantificacién de esta enzima se empled el kit creatinina-fosfocinasa (Sigma,
formula No. 45-UV) para detectar dicha enzima.
Procedimiento:
1. Se mantuvo estable la temperatura durante la incubaciéon de las muestras.
2. En un vial de CPK, se afadieron 3 ml de solucion de trabajo y 0.1 ml de
plasma (muestra).
3. Se cubridé y mezcld por inversidon varias veces. No se agitd. Se transfirio el
contenido a la cubeta para introducir la muestra en el aparato.

4. Se esperaron 5 min en lo que la reaccién se linearizé (Orden-cero).
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5. Después de 5 min se leydo y registr6 absorbancia a 540nm
(espectrofotometro Beckman DU-650) usando agua como referencia (inicial
A).

6. Exactamente 5 min después otra vez se volvi6 a leer (Final A).

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

Determinacion de malondialdehido en tejido.

La lipoperoxidacion es un mecanismo de dafno celular bien establecido, tanto en
plantas como en animales y es utilizado como un indicador de estrés oxidativo en
células y tejidos. Los peroxidos de los acidos grasos poliinsaturados generan MDA

y la medicion de este parametro es una indicador de lipoperoxidacion.

Procedimiento: La medicion se realizd6 de acuerdo con la técnica de Ohkawa vy
colaboradores (1979), para lo cual se colaron 200ul de dodecil sulfato de sodio al
8.1% para solubilizar la muestra (50ul de homogenizado de ME), se afiadieron 1.5
ml de acido acético al 20% y se mantuvo un pH de 3.5, posteriormente se agrega
1.5 ml de acido tiobarbiturico al 0.8%. EIl volumen final de cada tubo fue llevado a
4 ml con agua destilada y las muestras se incubaron a 95°C por 60 minutos,
posteriormente los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y la absorbancia se

midié a 532 nm utilizando un espectrofotdmetro Beckman DU-650.

Evaluacion funcional.

La evaluacion funcional se realizdé 24 h. después de la LTME y posteriormente

cada semana durante 2 meses con base en la escala para locomocién Basso,

Beattie y Bresnahan (1996):

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
articulacién y movimiento discreto en otra

3 Movimiento extenso en 2 articulaciones
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Ligero movimiento de las 3 articulaciones de la extremidad
Ligero movimiento de 2 articulaciones y movimiento extenso de la tercera
Movimiento extenso de 3 articulaciones y movimiento discreto de la tercera

Movimiento extenso de las 3 articulaciones de las extremidades posteriores

o N o o &

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 frecuente u ocasionalmente dando pasos apoyando
la planta. No hay coordinacién de las extremidades anteriores con las
posteriores

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

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

14 Soporte consiste 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 coordinacién 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
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16 Pasos plantares consistentes y coordinacion consistente de las extremidades
anteriores con las posteriores durante la marcha y colocacion 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 coordinacion consistente de las extremidades
anteriores con las posteriores durante la marcha y colocacion correcta
frecuentemente durante el avance del miembro hacia delante. Colocacion de la
planta predominantemente en paralelo al contacto inicial y al finalizar

18 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 rotado al término

19 Pasos plantares consistentes y coordinacion 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, colocacién
de la pata predominantemente en paralelo a través de toda la estancia.

Estabilidad consistente del tronco y la cola consistentemente arriba.

Ocasional < 6 = 50%, frecuentemente: entre el 51 y 94% y consistentemente: 95-
100%

La persona que realizé las evaluaciones clinicas ignoré que procedimiento se le

realizé al animal en estudio, a fin de evitar el sesgo en los resultados.
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Evaluacion histologica.

Cuando las ratas seleccionadas para este estudio completaron los 2 meses de
evaluacién clinica, bajo previa anestesia fueron sometidas a toracotomia amplia
para canular la aorta ascendente y perfundir via intracardiaca con una bomba
peristaltica 100 ml de amortiguador de fosfatos mas 1000 Ul de heparina a
temperatura ambiente, seguida de 500 ml de formol amortiguado al 10%. Las
soluciones fueron perfundidas a una velocidad de 30ml/min. Al término de la
perfusion se extrajo la ME desde el nivel toracico 8 hasta el 10, previa

identificacion macroscopica del sitio de lesion.

De las muestras de ME se tomo en consideracion el epicentro de la lesion + 2mm

de distancia en ambas direcciones (aproximadamente 8-10mm).

+2mm Sitio +2mm
de lesion

Figura 8. Médula espinal lesionada

- Se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M a pH 7.4) por 1 h, a
temperatura ambiente, con tres cambios.
- Se deshidrato 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

- Inclusion en moldes plasticos
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Se oriento para hacer cortes transversales

Se hicieron cortes seriados de 10um hasta llegar al epicentro de la lesion
Se hizo tincién de “Hematoxilina y Eosina”, para determinar el tejido
preservado y tinciéon de “Luxol Fast Blue” para poder cuantificar los axones

mielinizados.

Para la tincion de “Luxol Fast Blue”

Nota:

Se desparafind a 56°C y se hidraté

Se colocaron en solucion de luxol a 60°C durante 24h, cubriendo el vaso
con tela adherida herméticamente para evitar la evaporacién
Se pasaron las laminillas a alcohol al 95%

Se lavo con agua destilada

Se colocé en carbonato de litio al 0.05%

Se enjuagd con agua destilada

Se paso por alcohol a 70°C (bafio rapido)

Se enjuagd con agua destilada

Se colocé en violeta de cresilo 5 min al 0.1%

Nuevamente se enjuagoé con agua corriente

Y se viré con alcohol al 70% rapido

Se deshidraté en alcoholes crecientes hasta xilol

Y se monto con resina sintética (entellan de Merk)

La mielina se observa azul prusia.

El nucleo se observa azul claro.

El citoplasma se observa fucsia.

Para la tincion de “Hematoxilina Eosina”

Se desparafind e hidrato
Se hidrata en:
Xilol x 2h con 2 cambios

Alcohol absoluto xilol x 15 minutos con 2 cambios
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Alcohol absoluto al 100% x 15 minutos con 2 cambios
Alcohol al 96% x 15 minutos con 2 cambios
- Lavar con agua corriente
- Se coloca en solucion de Hematoxilina de Harris de 2 a 5 min
- Alcohol acido (1cc de HCI x 99cc de alcohol 96°)
- Se lava en agua corriente
- Se coloca en solucién de eosina 10 min (10 g de eosina, alcohol absoluto
800cc y agua destilada 200 cc)
- 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 montan las muestras (entellan de Merk)
Nota:
Los nucleos se observan de color azul

El citoplasma de color rojo.

Una vez tefiido los tejidos, se identificd el corte donde se observd la maxima
destruccidon del tejido a través de una técnica de iluminacion (normarky) que
permite ver las muestras en relieve y las diferencia por contraste de fases. Se
seleccionaron las muestras de las laminillas donde se encontré la mayor
destruccion de tejido, una anterior y una posterior. Se cuantificd la cantidad de
tejido preservado, en toda el area del corte medular. Para el conteo de axones
mielinizados se restringié la zona a una area de 1740904.28um? la cual se localizé
en la parte posterior del corte transversal de la ME, frente al epéndimo. Ambas
mediciones se realizaron mediante un analizador de imagenes (software image-
data base).

Figura 9. Zona donde se contabilizo el numero de axones viables en la ME.
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RESULTADOS

Experimentos preliminares:

» Ratas Decapitadas y Perfundidas.

Para la evaluacion bioquimica se realizé previamente una prueba piloto para

observar el comportamiento de las concentraciones de lactato, CPK y MDA

tanto en ratas perfundidas como decapitadas. Con el fin de seleccionar la

mejor técnica para el presente estudio.

Las evaluaciones de CPK y de lactato se realizaron en tejido y plasma, MDA

se determino de manera especifica en tejido medular.

Figura 10. Diseio experimental del experimento preliminar. Ratas
decapitadas y perfundidas.

12 ratas Long - Evans

A 4

Decapitadas

A 4

Perfundidas

3 ratas
con
laminectomia

3 ratas con LTME

moderada

3 ratas con LTME
moderada

3 ratas
con
laminectomia

bioquimicas : lactato,

Evaluaciones

MDA y CPK
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Cuando se determino la concentracion de lactato, tanto en tejido como en plasma
de ratas decapitadas y perfundidas (fig, 11), se observo que no habia diferencia
significativa cuando se compararon los grupos de ratas con y sin LTME por
separado. Sin embargo si una mayor diferencia en los resultados que

correspondian a muestras de tejido en ratas decapitadas.

Figura 11. Niveles de lactato en tejido y plasma de ratas perfundidas y en
decapitadas.

A B
LACTATO LACTATO
Tejido Plasma
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En las graficas se muestra el valor promedio de las concentraciones de lactato en tejido medular y
plasma de ratas sacrificadas por decapitacién o perfusion (Dsl = decapitadas sin lesion; Dcl =
decapitadas con lesién; Psl = perfundida sin lesion y Pcl = perfundida con lesion) 24h después de

la lesion. Cada punto representa la media * e. e. (n=3).
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El MDA fue medido en tejido de ME de ratas decapitadas y perfundidas (fig, 12),
los resultados mostraron que no habia una diferencia significativa, cuando se
comparo por separado los grupos de ratas con y sin LTME (p<0.05). Y el
comportamiento de los datos tanto en ratas perfundidas como decapitadas fue

muy similar.

Figura 12. Niveles de MDA en tejido medular de ratas perfundidas y

decapitadas
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En la grafica se muestra el valor promedio de los niveles de MDA en tejido medular de ratas
sacrificadas por decapitacion o perfusion (Dsl = decapitadas sin lesion; Dcl = decapitadas con
lesion; Psl = perfundida sin lesion y Pcl = perfundida con lesion) 24h posterior a la lesion. Cada

punto representa la media * e. e. (n=3).
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Cuando se determino la concentracién de CPK, tanto en tejido como en plasma,

en muestras de ratas decapitadas y perfundidas (fig, 13), no se observo una

diferencia significativa en los diferentes grupos tanto en los de ratas con y sin

LTME por separado asi como en ratas decapitadas y perfundidas (p<0.05). Se

observo que las muestras de ratas sin LTME mantenian una mayor actividad de

CPK en comparacién con el grupo con LTME. Excepto en el grupo de ratas

decapitadas donde la medicién fue en plasma, se encontré una actividad mayor de

la enzima en las muestras de ratas con LTME que en las de sin lesion.

Figura 13. Actividad de CPK en tejido medular y plasma tanto en ratas

perfundidas como decapitadas
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En las graficas se muestra el valor promedio de CPK en tejido medular y plasma de ratas

sacrificadas por decapitacion o perfusién (Dsl = decapitadas sin lesion; Dcl = decapitadas con

lesion; Psl = perfundida sin lesion y Pcl = perfundida con lesién) 24h posterior a la lesion. Cada

punto representa la media * el e. e. (n=3).
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> Determinacioén de la dosis de CND a administrarse.

Para encontrar las concentraciones de CND que se administraron durante el

proyecto, se realizé una curva dosis respuesta en ratas sanas y se les evalud a

través del tiempo los sintomas y la mortalidad que presentaron.

Figura 14. Diseiio experimental de la curva dosis respuesta a CND.
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hematoma, edema y peritonitis.

Evaluacion de

Los resultados mostraron que las ratas sanas de la cepa Long—Evans toleran

hasta 200 mg/Kg de peso corporal sin manifestar sintomas como hematoma,

edema y peritonitis a consecuencia de la administracion intraperitoneal de la CND.

Con lo anterior se comprobé que la dosis administrada en el presente trabajo no

produciria efectos adversos ya que esta se administr6 hasta un maximo de

200mg/Kg de peso corporal.
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Bioquimicos:

Lactato. Se encontré una disminucion en los niveles de lactato en los grupos de
“‘CND”, “Cant” y “Ant”, con respecto al grupo de LTME sin tratamiento. De estos
grupos el que presentd diferencia estadistica fue el de “Cant”’, ya que la
disminucion en los niveles de lactato en este grupo fue del doble al compararlo

con el grupo de LTME sin tratamiento.
Mientras que los grupos de “MP” y “CMP” no presentaron una diferencia
significativa con respecto a el grupo de “LMT” y el de LTME sin tratamiento (Fig,

15).

Figura 15. Niveles de lactato en la médula espinal de ratas con diferente

tratamiento.
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En la grafica, las barras muestran el valor promedio de lactato en la médula espinal de ratas, 24 h
después de la lesion y de los tratamientos correspondientes (LMT = laminectomia; LTME = lesion
traumatica de médula espinal; MP = metilprednisolona; CND = cocarboxilasa no degradable; CMP
= cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt = cocarboxilasa no degradable en
combinacion con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant = dismutasa del superoxido mas
catalasa). Cada grupo esta representado por la media * e. e. (n=6). Prueba paramétrica tipo
ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey DVS.
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Malondialdehido. No se observo una diferencia significativa de los niveles de
“‘MDA” en los diferentes grupos. Sin embargo los grupos de “MP”, “Ant” y “Cant”
mostraron una tendencia a disminuir los niveles de “MDA” al compararlos con el
grupo de LTME sin tratamiento. Por otra parte los grupos tratados con “CND” y el
de “CMP” mostraron un incremento en los niveles de MDA con respecto al grupo
de “LMT” y el grupo de LTME sin lesion (Fig, 16).

Figura 16. Niveles de MDA en la médula espinal de ratas con diferente

tratamiento.
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En la grafica, las barras muestran el valor promedio de MDA en la médula espinal de ratas, 24 h
después de la lesion y de los tratamientos correspondientes (LMT = laminectomia; LTME = lesion
traumatica de médula espinal; MP = metilprednisolona; CND = cocarboxilasa no degradable; CMP
= cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt = cocarboxilasa no degradable en
combinacion con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant = dismutasa del superoxido mas
catalasa). Cada grupo esta representado por la media * e. e. (n=6). Prueba no paramétrica tipo
Kruskall-Wallis.
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Creatinina Fosfocinasa. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas en ninguno de los grupos incluidos, sin embargo, el grupo que
incremento los valores de esta enzima, incluso por arriba de los mostrados por el
grupo de LTME sin tratamiento, fue el de “CND”. Mientras que el que presento el
menor incremento, fue el tratado con MP esto cuando se comparé con el grupo de
LTME sin tratamiento (Fig, 17).

Figura 17. Niveles de CPK en la médula espinal de ratas con diferente

tratamiento.
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En la grafica, las barras muestran el valor promedio de CPK en la médula espinal de ratas, 24 h
después de la lesion y de los tratamientos correspondientes (LMT = laminectomia; LTME = lesion
traumatica de médula espinal; MP = metilprednisolona; CND = cocarboxilasa no degradable; CMP
= cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt = cocarboxilasa no degradable en
combinacion con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant = dismutasa del superoxido mas
catalasa). Cada grupo esta representado por la media * e. e. (n=6). Prueba no paramétrica tipo
Kruskall-Wallis.
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Evaluacion funcional. Al utilizar la escala BBB para evaluar la actividad motora
en las extremidades posteriores de los animales incluidos en el estudio se observé
una diferencia significativa (p<0.05), al comparar los distintos grupos
experimentales con respecto al grupo de laminectomia. Sin embargo, no se
encontré diferencia estadisticamente significativa cuando la comparacion se

realizé entre los diferentes grupos experimentales (Fig, 18).

El grupo que mostré la mayor recuperacion motora y en tiempo mas corto, fue el
de “Ant”, alcanzando un nivel mayor de 12 puntos de acuerdo a la escala BBB.
Por otra parte, el grupo de “CMP” presentd, hasta la sexta semana, una
recuperacion aproximada a 12 puntos mayor a la observada en los grupos
restantes que recibieron algun tipo de tratamiento. No obstante lo anterior, ninguno
de los animales de este grupo concluy6é las nueve semanas de evaluacidn

previstas.

Figura 18. Recuperacion motora de ratas con LTME y diferente tratamiento.
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En la grafica, las lineas muestran el valor promedio a través del tiempo obtenidos al emplear la
escala motora Basso-Beati-Bresnahan (BBB), de ratas con diferente tratamiento (LTME = lesion
traumatica de médula espinal; MP = metilprednisolona; CND = cocarboxilasa no degradable; CMP
= cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt = cocarboxilasa no degradable en
combinacion con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant = dismutasa del superoxido mas
catalasa) 24 h después de la lesién y posteriormente cada semana hasta cumplir dos meses. Cada

punto representa la media sin medidas de dispersién. Prueba no paramétrica tipo Kruskall-Wallis.
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Morfolégicos:

Tejido preservado. Cuando se compararon los grupos experimentales con el
grupo control se observé una diferencia estadistica (p<0.05). Entre los grupos que
recibieron los diferentes tratamiento, no se observé diferencia significativa alguna.
No obstante lo anterior, el grupo “Ant” fue el que mas tejido preservado mostro,
seguido por el grupo de ratas con LTME sin tratamiento, mientras que el grupo con
menor porcentaje de tejido preservado fue el que recibié la “CND”, seguido por el

grupo “Cant” (Fig, 19).

Figura 19. Porcentaje de tejido preservado en la médula espinal de ratas con

diferente tratamiento.
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En la grafica, las barras muestran el valor promedio de tejido preservado en cortes transversales
de médula espinal de ratas, 2 meses después de la lesion y del correspondiente tratamiento (LMT
= laminectomia; LTME = lesion traumatica de médula espinal; MP = metilprednisolona; CND =
cocarboxilasa no degradable; CMP = cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt =
cocarboxilasa no degradable en combinacién con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant =
dismutasa del superoxido mas catalasa). Ninguna de las ratas del grupo CMP lleg6 al término del

estudio, por lo que no se pudo contabilizar el porcentaje de axones viables en estos animales.

Cada grupo esta representado por la media * e. e. Prueba no paramétrica tipo Kruskall-Wallis.
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Figura 20

Corte transversal de la
médula espinal en el
epicentro de la lesion o en
el area correspondiente en
el grupo control.

Tincién Hematoxilina-
eosina.

En A se muestra una
panoramica de la médula
espinal sin lesidén y en A’ la
misma imagen pero
digitalizada con el
programa image data base.
En B se muestra la médula
espinal de una rata sin
tratamiento.
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Las imagenes muestran
el tejido preservado
después de una lesion
traumatica de médula
espinal en el grupo que
recibié tratamiento con
metilprednisolona (C),

cocarboxilasa no
degradable (D),
antioxidantes (E) vy
cocarboxilasa no
degradable en
combinacion con

antioxidantes (F).
Barra = 200pum
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Axones mielinizados. Al comparar el numero de axones viables en los grupos
con tratamiento y en el grupo control, se observo una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). El grupo al que solo se le realizé la LTME pero que no
recibié tratamiento fue el que presentd el mayor numero de axones viables con
respecto a los grupos con tratamiento, seguido por los grupos tratados con “MP” y
el de “Ant”. No se observo diferencia alguna al comparar entre si a los grupos que

recibieron los diferentes tratamientos (Fig, 20).

Figura 20. Porcentaje de axones viables en la médula espinal de ratas con

diferente tratamiento.
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En la gréfica, las barras muestran el valor promedio de axones viables, en cortes transversales de
medula espinal de ratas 2 meses después de la lesién y del correspondiente tratamiento (LMT =
laminectomia; LTME = lesion; MP = metilprednisolona; CND = cocarboxilasa no degradable; CMP
= cocarboxilasa no degradable mas metilprednisolona, CAnt = cocarboxilasa no degradable en
combinacion con dismutasa del superoxido mas catalasa, y Ant = dismutasa del superoxido mas
catalasa). Ninguna de las ratas del grupo CMP llegé al término del estudio, por lo que no se pudo

contabilizar el porcentaje de axones viables en estos animales. Cada grupo esta representado

por la media * e. e. Prueba no paramétrica tipo Kruskall-Wallis.

37



Clireurnfar
Araa: 1741904,

L]
o ”
L i # g
Comvting: 40 picces

Figura 22

Corte transversal de la
medula espinal en el
epicentro de la lesion o
en el area
correspondiente en el
grupo control.

“Tincion  Luxol  Fast
Blue”.

En A se muestra una
semipanoramica de la
meédula espinal con
LTME y con tratamiento
de MP y en A" la misma
imagen pero
digitalizada con el
programa image data
base.

En B se muestra la
médula espinal de una
rata sin lesién.

En C se observa la
meédula espinal de una
rata con LTME.
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Las imagenes
muestran el ndmero
de axones
mielinizados
después de una
lesidon traumatica de
meédula espinal en el
grupo que recibid
tratamiento con
cocarboxilasa no
degradable (D),
antioxidantes (E) y
carboxilasa no
degradable en
combinacion con
antioxidantes (F).
Barra = 200 um
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DISCUSION

El sistema nervioso central difiere en forma importante del resto de los tejidos en
lo referente a su metabolismo energético, ya que sélo representa un 2% del peso
total del cuerpo, recibe el 15% del flujo cardiaco y utiliza el 20% del oxigeno que
consume el cuerpo. Su capacidad para almacenar glucogeno es reducida ya que
esta reserva es capaz de mantener los requerimientos energéticos menos de 5
minutos (Clarke., 1999), cuando los niveles de glucosa y oxigeno disminuyen, por
ejemplo, durante la isquemia. Con base en lo anterior se consider6 qué el proceso
de isquémico observado después de una LTME es uno de los puntos medulares
para tratar de revertir esta patologia, por o que en el presente trabajo se intento,
mediante la administracion de CND, restablecer el metabolismo celular que se
altera posterior al trauma con la finalidad de facilitar al maximo la recuperacion de
las neuronas parcialmente dafiadas y por ende evitar o disminuir la muerte tanto

de células nerviosas como gliales.

Al administrar la CND a Ilos animales con LTME, se disminuyeron
considerablemente las concentraciones de lactato como consecuencia de la
reactivacion metabdlica producida por esta coenzima, ya que la CND desvia el
metabolismo anaerdbico a uno aerdbico, evitando que el piruvato se transforme en
acido lactico, transformandolo en cambio, en acetil Co-A, sustrato necesario para
mantener activo el ciclo de los acidos tricarboxilicos y por ende la cadena
respiratoria. Con base a lo anterior, se esperaba que al administrar la CND
después de una LTME y al mejorar con ello el metabolismo energético, el niumero
de axones viables y la cantidad de tejido preservado fuera mayor que en el grupo
control y por ende, que los niveles de MDA fueran mas bajos y el puntaje en la
escala motora BBB fuera mayor. Sin embargo, los resultados obtenidos fueron
totalmente contrarios a lo planteado. Al parecer, el mismo fendmeno que
incrementa el metabolismo y que mantiene a la célula con los suficientes sustratos
energéticos como es el adenosina trifosfato (ATP), provoca un incremento

considerable en los niveles de MDA, un producto del proceso de lipoperoxidaciéon
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que se encuentra en relacién directa con la presencia de especies de oxigeno
reactivas. Se ha observado que durante los mecanismos secundarios de lesion
posteriores al trauma en la médula espinal se genera una gran cantidad de
especies de oxigeno reactivas, debido a la activacion de enzimas como la sintasa
de oxido nitrico (ONs), la formacién de prostanoides, reaccién durante la cual se
libera H2O,, el proceso de isquemia-reperfusion durante el cual también se libera
una gran cantidad de H,O,y O,°- y la activacion de la cadena respiratoria que trae
consigo la formacién del O,°-. De esta ultima reaccién, se conoce que durante los
pasos intermedios que permiten la reduccion del oxigeno biolégico se forma vy
libera entre el 1y el 5 % en forma de O,°- (Kowaltowsky y Vercesi., 1999). Lo
anterior sugiere que este mecanismo de la cadena respiratoria, reactivado en
forma subita por la participacion de la CND, podria permitir un incremento en la
formacién de especies de oxigeno reactivas y por consecuencia un incremento en

los niveles de MDA.

Es posible que después de una LTME el organismo disminuya su actividad
metabdlica como un mecanismo de defensa natural para evitar la formacion de
especies de oxigeno reactivas. Esto concuerda hasta cierto punto con trabajos
donde ratas con LTME recibieron un tratamiento a bases de hipotermia con la
finalidad de disminuir la actividad metabdlica en el sitio de lesion y con ello se
observé una disminucion en la formacion de los radicales libres que participan en
el proceso de lipoperoxidacion y en la generacion de MDA (Dimar J R., et al 2000).
En otro trabajo, con un principio similar, se utilizé lidocaina para disminuir el dano
provocado por la isquemia en la medula espinal lesionada. En dicho trabajo se
destaca el efecto que tiene el farmaco como estabilizador de las membranas
celulares, asi como la semejanza de su efecto al de la hipotermia, como medida
terapéutica. ya que la lidocaina mostré ser efectiva en la disminucion de la
actividad metabdlica de las células nerviosas. En los resultados finales de este
estudio se observa una recuperacion significativa de los animales tratados con

lidocaina, al compararlos con el resto de los grupos (Apaydin y Buket., 2001).
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Por otra parte, se ha descrito que los receptores N-metil-D-aspartato (rNMDA),
juegan un papel importante en el dafio generado al sistema nervioso posterior a
una LTME, ya que al incrementar su actividad permiten la entrada masiva de Ca*?
al interior de las células nerviosas y con ello la activacion de un sin numero de
enzimas que danan las estructuras y pueden provocar incluso un dafio
permanente (Hall, 1992).La actividad de los rNMDA es regulada por muchas
sustancias enddgenas, incluyendo segundos mensajeros. Mas aun, la CND puede
regular la funcién y mantener la estructura de los rNMDA a partir de los fosfatos de
alta energia que dona (Mody etal., 1988). En estudios recientes se observé que el
pH es un inhibidor alostérico de la actividad de rNMDA durante la isquemia, ya que
suprime su actividad cuando el pH fisiolégico de 7.4 baja a 6.0. Esta inhibicion
puede servir como retroalimentacion negativa (Trayenelis et al., 1995),
constituyéndose como un posible mecanismo natural de defensa, debido a que
después de una LTME se aumenta la acidez lactica y con ello se diminuye el pH,
se inactivan los rNMDA y consecuentemente se disminuye la formacion de
especies reactivas de oxigeno. En nuestro estudio los animales con LTME que
recibieron la CND como tratamiento disminuyeron la acidez lactica, ello podria
haber sido causal de la reactivacion de los rNMDA y por ende del incremento en

el dafo observado al final del estudio en este grupo.

Se sabe que la actividad de CPK, es proporcional a la concentracién de
“nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato” (NADPH), y se ha observado que
durante procesos patoldgicos ocasionados por agentes oxidantes, existe una
disminucion en la concentraciéon de estos substratos, o que conlleva a un
deterioro de la funcidon mitocondrial caracterizado por la baja produccion de ATP y
una disminucién en la actividad de las ATPasas, enzimas involucradas en el
equilibrio iénico (Pascoe y Reed., 1989). No obstante lo anterior, y aunque en el
presente estudio CND logré incrementar los valores de la CPK, la recuperacion
motora no fue la esperada. Es posible que esto se deba a que el substrato NADPH
es el responsable de la reduccién del glutation (GSH) y este ultimo ademas de

transformar el H,O, en H,O, paraddjicamente también juega un papel importante
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en el proceso metabdlico de ciertos compuestos endoégenos como son
prostaglandinas y leucotrienos, factores que participan en la fisiopatologia de la
LTME, provocando inflamacion e incrementando el dafio durante la isquemia-

reperfusion.

A la fecha se reconoce a la MP como el unico farmaco aceptado para tratar en
seres humanos la LTME en su fase aguda, cuando esta se administré sola o en
combinacion con CND o con antioxidantes, no se obtuvieron resultados
bioquimicos, funcionales ni morfolégicos que respaldaran los mostrados por el
“‘National Acute Spinal Cord Injury Study” (Bracken et al., 1992; Bracken et al.,
1997). Nuestros resultados, al igual que los de algunos otros grupos, indican que
la recuperacion motora mostrada por este glucocorticoide no es tan efectiva como
inicialmente se argument6 (Fehlings et al; 2001) y como se ha demostrado en
otros estudios, este farmaco pone en riesgo la vida del paciente por su caracter
inmunosupresor. También se conoce que MP es un antiinflamatorio hasta 4 veces
mas potente que la hidrocortisona capaz de evitar la accién de prostanoides como
son las prostaglandinas, con lo cual disminuye de manera importante el proceso
isquémico. Debido a lo anterior, MP de alguna forma se comporta de manera
similar a CND, ya que al reestablecer el flujo sanguineo, se estimula la formacion
subita de estructuras que potencialmente pueden incrementar el dafio posterior a
una LTME.

Es importante mencionar que los animales en los cuales se evitd en gran parte la
formacion de las especies de oxigeno reactivas a través del tratamiento con
antioxidantes fueron finalmente los que presentaron una mejor recuperacion
motora y un mayor porcentaje de tejido preservado. Lo cual indica de cierta
manera que los diferentes mecanismos de lesion secundarios (lipoperoxidacion,
exitotocicidad, isquemia, incremento de las concentraciones de Ca+? intracelular,
etc.) posiblemente tengan un peso diferente en cuanto al dafo final que puedan
provocar por separado en el proceso fisiopatologico de la LTME. Es decir que,

posiblemente en un balance final sea mas importante inhibir la formacion de las
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especies de oxigeno reactivas para evitar la lipoperoxidacion, que el tratar de
mantener en forma estable el metabolismo energético de las células nerviosas
(incremento de moléculas de ATP) para que estas realicen sus funciones
adecuadamente. Quiza a futuro debera plantearse la terapéutica a diferentes
tiempos después de una LTME, es decir, que en un inicio podria atacarse la
formacién de especies reactivas de oxigeno, en una etapa posterior se podria
restaurar el flujo sanguineo y activar el metabolismo energético y después se
podria tratar de activar fenédmenos de plasticidad, en lugar de tratar de atacar toda

la cascada de eventos fisiopatoldgicos posteriores a una LTME desde un inicio.
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CONCLUSIONES.

En la LTME de intensidad moderada de ratas adultas se observa que:

1. La CND disminuye la acidez lactica significativamente, pero se observa
cierta tendencia a incrementar el proceso de lipoperoxidacién y los valores
de CPK.

2. La CND mas MP muestran una tendencia a disminuir el proceso de
lipoperoxidacion, no asi la acidez lactica. Y los valores de CPK se

mantienen sin un cambio importante con respecto al control.

3. La CND combinada con DSO y CAT disminuyen tanto el proceso de

lipoperoxidacion como la acidez lactica y mantienen los valores de CPK.

4. La CND produce una minima recuperacion motora similar a la generada por
la MP.

5. Cuando se administré la CND en conjunto con la MP, no se observo la

recuperacion debido a la mortalidad.

6. La CND administrada en combinacion con DSO y CAT, presenta un grado

de recuperacion motora similar al del grupo con LTME sin tratamiento.

7. La CND provoca una baja preservacion del tejido medular, cuando es
combinada con antioxidantes CAT + DSO. Y la preservacion es nula

cuando la combinacién es con la MP.
8. El grupo tratado con CND, mantuvo el mayor numero de axones

mielinizados, después del grupo de LTME sin tratamiento y de

laminectomia.
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9. Existen diferentes mecanismos secundarios de lesion en la LTME y es
posible que alguno de estos tengan mayor peso en cuanto al dafo final que
se provoca, en comparacion con los otros.

10. El intentar restaurar el metabolismo energético en las etapas iniciales
después de una LTME puede producir efectos negativos que finalmente se

reflejan en la recuperacion clinica.
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