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RESUMEN

Objetivo: Determinar la degradacion de cicatriz glial y presencia de regeneracion
neuronal en conejos con lesion medular experimental que recibieron aplicacion de
pancreatina. Disefio: Experimental. Institucion: Facultad de Medicina-UNMSM,;
Clinica de animales menores-UNMSM; Instituto de Ciencias Farmacéuticas y Recursos
Naturales “Juan de Dios Guevara”; Instituto Nacional De Ciencias Neurologicas; Centro
de resonancia magnética-DIPSAC, Lima. Materiales bioldgicos: Conejos Nueva
Zelandia (n=12) Métodos: Investigacion dividida en dos fases, las primera con un
método bioquimico para determinacion de accion degradativa de cicatriz glial por
pancreatina y la segunda con un método in vivo, donde se reproduce el modelo de
lesion medular de Hashimoto, luego de dos meses se procede a la conformacion de 2
grupos de manera aleatoria, un grupo enzima (recibe Smg de pancreatina en 100 pL
tampon fosfato 0,1M y pH 6,7 via intratecal) y un grupo control (recibe 100 uLL tampon
fosfato 0,1M y pH 6,7 via intratecal) ambos por un periodo de 21 dias. Los animales de
experimentacion fueron evaluados antes, después de la lesion y durante la
administracion de la enzima con la pruebas clinicas BBB (Basso, Beattie y Bresnahan),
de TARLOV, de campo abierto, de plano inclinado y del cilindro. Se compararon los
puntajes obtenidos en las pruebas clinicas asi como los resultados histopatoldgicos a
través del test no paramétrico Wilcoxon y Mann — Whitney. Se consider6é para el
estudio un nivel de confiabilidad de 95%. Resultados: Las evaluaciones clinicas
realizadas de manera periodica en los dias 0, 7, 14 y 21 de aplicacion de pancreatina
(grupo enzima) y tampon fosfato (grupo control), no demostraron diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. Se obtuvo en el grupo enzima una menor
area de cavidades expresada en mm’ y porcentaje con respecto al control siendo esta
una diferencia significativa (p=0.008 y p=0.042 respectivamente). No se obtuvo entre el
grupo enzima y control una diferencia significativa en el contenido de tejido conectivo,
la presencia de astrocitos y 4&area mielinizada (p=0.222, p=0.421 y p=1.000
respectivamente). En el grupo control no se presenta axonogénesis 0 es muy escasa a
comparacion del grupo enzima que presenta mayores dimensiones de axonogénesis e

incluso con evidencia de neuromas de amputacion. Conclusidén: La pancreatina
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aplicada en la lesion medular experimental promueve la disminucion de cavidades
intramedulares y la regeneracion neuronal del tipo axonogénesis.
Palabras clave: Lesion medular, modelo experimental, regeneracién neuronal y

pancreatina
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ABSTRACT

Objective: To determine the degradation of glial scar and the presence of neuronal
regeneration in rabbits with experimental spinal cord injury who received application of
pancreatin. Design: Experimental. Institution: Faculty of Medicine-San Marcos, Small
Animal Clinic-San Marcos University, Institute of Pharmaceutical Sciences and Natural
Resources "Juan de Dios Guevara", National Institute of Neurological Sciences, Centre
for Magnetic Resonance-DIPSAC, Lima. Biological materials: New Zealand rabbits (n
= 12) Methods: We divided into two phases, first with a biochemical method for the
determination of glial scar degradation effect by pancreatin and the second with an in
vivo method, which reproduces the model Hashimoto spinal cord injury after two
months, made the formation of 2 groups at random, an enzyme group (receiving 5 mg of
pancreatin in 100 pL 0.1 M phosphate buffer pH 6.7 intrathecally) and a control group (
received 100 pL 0.1 M phosphate buffer pH 6.7 intrathecally) both for a period of 21
days. The experimental animals were evaluated before, after injury and during the
administration of the enzyme with the clinical trials BBB (Basso, Beattie and
Bresnahan), Tarlov, open-field activity, inclined plane and cylinder. Scores were
compared in clinical trials as well as histopathological findings through non-parametric
Wilcoxon and Mann-Whitney test. For the study was considered a confidence level of
95%. Results: Clinical evaluations performed at regular intervals on days 0, 7, 14 and
21 for the application of pancreatin (enzyme group) and phosphate buffer (control
group) showed no statistically significant difference between groups. Was obtained in
the enzyme group lower cavity area expressed in mm® and percentage with respect to
control this being a significant difference (p = 0.008 and p = 0.042 respectively). There
was obtained between the enzyme and control group a significant difference in
connective tissue content, the presence of astrocytes and myelinated area (p = 0.222, p =
0.421 and p = 1,000 respectively). In the control group does not appear axonogenesis or
very little in comparison of the enzyme group that has more dimensions of
axonogenesis and even evidence of amputation neuromas. Conclusion: The pancreatin
applied in experimental spinal cord injury promotes the reduction of intramedullary
cavities and axonogenesis type neuronal regeneration.

Keywords: Spinal cord injury, experimental model, neuronal regeneration and

pancreatin
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CAPITULO I: INTRODUCCION

I. 1 PERCEPCION, IDENTIFICACION DEL PROBLEMA:

La Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) tiene como fin, formar
humanistas, cientificos y profesionales del mas alto nivel de acuerdo con las necesidades
prioritarias del pais, asi como realizar investigacion en humanidades, ciencia y tecnologia ' ; en
esta linea se orientan los planes curriculares, siendo en la escuela académico profesional de
medicina humana donde se asegura una solida formacion basica, cientifica, ética y humanistica ,
buscando un fomento de la investigacion en los campos de las ciencias basicas, clinicas y gestion

de servicios de salud. 2

La investigacion es el tnico camino para descubrir nuevos horizontes de la medicina *, la
investigacion cientifica parte con la percepcion de que el acervo de conocimiento disponible es
insuficiente para manejar determinados problemas, ““solo quienes ven pueden darse cuenta que

faltaalgo™.*

La ensefianza universitaria brinda las pautas del método cientifico que permite formular y
descubrir problemas a partir del reconocimiento de hechos °, algunos cuestionamientos que me he
formulado atn no han sido resueltos sobre todo lo referente al funcionamiento del sistema

nervioso central, por lo que la presente investigacion busca esclarecerlos.

En la practicas clinica se observa pacientes con lesiones medulares por multiples causas,
desde nifios hasta adultos, quienes se encuentran afectados en todas las esferas (fisica, social y
psicologica) °, afectados en si su calidad de vida °. Cuando preguntaba ;Qué se puede hacer en
estos casos?, la respuesta era “iniciar terapia fisica y rehabilitacion, el dafio establecido no
puede revertirse”, pero ;Los pacientes con lesion medular completa por ejemplo estaran
postrados toda su vida? ;Podrian volver a caminar? o ;No?, las investigaciones al
respecto ;Que han logrado? ;Existe regeneracion en el sistema nervioso central? ;La

neurona puede realizar mitosis?
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Desde fines del siglo XIX se vivid bajo un paradigma establecido por la figuras
mas imponentes de ese tiempo, Koelliker, Hiss y Cajal, el paradigma que “la estructura
del cerebro permanece constante posterior a su nacimiento en el humano como en

otros mamiferos”’

, era inconcebible la idea de mitosis neuronal. Para inicios del siglo
XX surgen trabajos esporadicos donde muestran neurogénesis postnatal en mamiferos,
siendo estos criticados por Ramoén y Cajal cuando dice: “Desafortunadamente, sin
embargo, ningunos de los métodos usados por estos investigadores son capaces de
distinguir absolutamente una célula de neuroglia que se multiplica de una pequefia

neurona mitética” ®

, para aquel entonces no se contaba con microscopia electronica.
Esta idea se mantuvo por mucho tiempo hasta que Josehp Altman en los afios 60 publica
investigaciones en Science, en Journal of Comparative Neurology y en Journal of
Neuroscience, donde muestra nuevas neuronas en neocortex, gyrus dentado y bulbo
olfatorio’'*, investigaciones no tomadas en cuenta para su época, fue un investigador
que se atrevio a romper el paradigma, un adelantado para su época, ya después con la

microscopia electronica se demostré que Altman tenia razén, si existe la mitosis

neuronal.

Entonces, si hay neurogénesis en el sistema nervioso central ;Por qué no se da
una regeneracion posterior a la lesion medular?, en la actualidad se conoce que hay una
regeneracion posterior a la lesion medular que no es del todo efectiva ya que presenta
limitantes intrinsecas como la expresion de genes asociados a la regeneracion asi como
las barreras extrinsecas que son los factores inhibitorios especificos de mielina, la

misma cicatriz glial, los componentes inflamatorios entre otros.

La naturaleza inhibitoria de la cicatriz glial se conoce desde hace afios, Ramoén y
Cajal describié el colapso y retraccion de los brotes axonales al no poderla atravesar ®,
por ello pensar en la accion de enzimas que la puedan degradar y favorezca la
plasticidad neuronal ha sido desarrollada con tripsina, hialuronidasa, elastasa,
desoxirribonucleasas, plasmina y condritinasa ABC (ChABC) todos han llevado a
resultados prometedores dentro el campo del trauma de la médula espinal >, en la
presente investigacion, se pretende utilizar la pancreatina , que incluye a varias de las

enzimas estudiadas anteriormente, asociado a ecllo las enzimas con accion de
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carbohidrasa y lipolitica podrian tener un mayor espectro de accion sobre los sustratos
que componen la cicatriz glial favoreciendo de esta manera la reconexioén axonal, en la

actualidad no hay estudios publicados al respecto.

I. 2 DELIMITACION DEL PROBLEMA:

El presente estudio enfocado en regeneracion de la lesion medular, para su delimitacion
se llevo al campo experimental, respetando los codigos de ética para el manejo de animales de
experimentacion, asi como la “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
brindando los ambientes adecuados para su realizacion (bioterio), con recursos humanos
disponibles, con un tiempo de ejecucion del proyecto de 4 meses, con la necesidad social y

cientifica de buscar una posibilidad de regeneracion neuronal es que se inicio este desafio.

1.3 FORMULACION DEL PROBLEMA:

(La aplicacion de pancreatina en un modelo de lesion medular experimental puede

degradar la cicatriz glial y promover la regeneracion neuronal?

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION:

1.4.1 Justificacion legal:

La Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) ha establecido
politicas y estrategias de investigacion del 2007 al 2011, con la politica 10: “Promover
a nivel de pregrado la aplicacion de la investigacion como herramienta metodoldgica de
la formacion profesional, poniendo en practica una actitud positiva frente al
pensamiento cientifico y creativo” y su estrategia 10.1: *“ Establecer medidas que
promuevan la participacion de los alumnos en grupos y en proyectos de investigacion,

9 21

motivando el desarrollo de tesis en este contexto” °', es asi que se llevd a cabo el

presente estudio.
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1.4.2 Justificacién tedrica —cientifica:

Mientras los animales inferiores solo estan en el mundo, el hombre trata de
entenderlo; y sobre la base de su inteligencia imperfecta pero perfectible del mundo, el
hombre intenta ensefiorearse de ¢l para hacerlo més confortable. Por medio de la
investigacion cientifica, el hombre ha alcanzado una reconstruccién conceptual del

’ . 5
mundo que, es cada vez mas amplia profunda y exacta.

La necesidad de buscar una nueva terapia para las lesiones medulares, genero
que en el mundo, innumerables investigadores plantearan diversas estrategias en
animales de experimentacion , que van desde el potencial uso de las células de vastago,
antagonistas de proteinas inhibitorias de mielina, polietileno glicol, varias formas de
trasplante (células de Schwann, células envolventes de bulbo olfatorio, nervios
periféricos, tejido espinal fetal, etc.) > hasta el uso de sustancias enzimaticas como la
tripsina, elastasa, desoxirribonucleasas, fibrinolisina y condritinasa ABC (ChABC) 15-19
todos han llevado a resultados prometedores dentro el campo del trauma de la médula

espinal, sin embargo es cuestionable la metodologia utilizada en los mismos, ya que la

aplicacion en los humanos no ha dado los mismo resultados.

En esta misma necesidad, se busca plantear una nueva estrategia de regeneracion
medular, teniendo presente las criticas mas contundentes de las investigaciones previas
2838 enfocado en la degradacion de la cicatriz glial a través de enzimas, en este caso la
pancreatina, seria una contribucion de orden cientifico ya que actualmente no hay

publicaciones al respecto.

1.4.3 Justificacidn préctica:

El presente trabajo de investigacion bajo los objetivos claramente definidos
plantea demostrar una nueva estrategia de regeneracion medular, el cual seria un aporte
a los estudios pre-clinicos, buscando que en conjunto con mayores investigaciones que
brinden evidencia cientifica en este tema, tener una posterior aplicacion en ensayos

clinicos randomizados y controlados (Nivel de evidencia I).
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1.5 OBJETIVOS:
1.5.1 Objetivo general:

» Determinar la degradacion de cicatriz glial y presencia de regeneracion neuronal
en conejos con lesion medular experimental que recibieron aplicacion de
pancreatina.

1.5.2 Objetivos especificos:
Objetivos de la etapa de estandarizacion “piloto”:

» Estandarizar el modelo compresivo de Hashimoto como modelo de lesion
medular para conejos.

» Estandarizar el método bioquimico para la accidon enzimatica de la pancreatina.

Objetivos fisioldgicos y clinicos:

» Determinar las caracteristicas del conejo como animal de experimentacion
adecuado para el estudio de lesion medular.

» Aplicar pruebas clinicas en los conejos antes y después de generada la lesion
medular, asi como durante la aplicacion de la pancreatina.

Obijetivos bioquimicos:

» Determinar por método bioquimico estandar de accion degradativa de cicatriz

glial por pancreatina.

Objetivos radiologicos:

» Determinar a través de imagenes radiograficas la distribucion de vértebras

toraco-lumbares en conejos antes de inducir la lesion medular.
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» Determinar a través de imagenes radiograficas la localizacion del tornillo de
acero inoxidable en médula espinal de conejos segun técnica de Hashimoto.

» Determinar a través de resonancia magnética la magnitud de la lesion medular
en los conejos, expresado en volumen de cicatriz glial a través de la inclusion de

las iméagenes en el Software J MicroVision 1.2.7.
Obijetivos histopatoldgicos:

» Determinar la formacion de cavidades, el contenido de tejido conectivo, el area
mielinizada y presencia de astrocitos con tinciones de Hematoxilina y eosina
(H&E), Reumond, Tricromico de Gomorri, Luxol fast blue e
inmunohistoquimica GPAF, a través de la inclusién de las iméagenes en el
Software J MicroVision 1.2.7.

* Determinar la presencia de regeneracion neuronal.
Objetivos de razonamiento:

» Comparar la degradacion de cicatriz glial y presencia de regeneracion neuronal
entre el grupo de lesion medular que recibid aplicacion de pancreatina con su

respectivo grupo control.
1.6 PROPOSITO DEL ESTUDIO:

La lesion traumadtica de la médula espinal en las 2 ultimas décadas evidencia una
alta tasa de de mortalidad en los paises en vias de desarrollo (hasta 17x millén
considerando una incidencia de 29.7 x millén), los accidentes de transito son la causa
principal de lesion en paises desarrollados, mientras que las caidas son la causa

e . . 39
principal en paises en vias de desarrollo.

No solo es la alta tasa de mortalidad sino también el compromiso del sistema
autondmico que se presenta posterior al dafio y que en muchos casos persiste toda la
vida, como la falta de control urinario, vejiga atonica *° , se ha reportado en pacientes

con mas de 10 afios de producida la lesion la incontinencia urinaria hasta en el 46% de
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los casos, que van desde una presentacion diaria hasta una vez por semana ~ , en ese
mismo tiempo también se evidencia la presencia de pielonefritis (34.1% de los casos) y
calculos renales (24.6% de los casos), siendo el reflujo vésico-ureteral de alto riesgo

para pieloneftitis y deterioro de las vias urinaria altas.**

A nivel gastrointestinal, el ileo paralitico en las primeras semanas post lesion

medular, la ulcera gastrica, la incontinencia anal *°, hemorroides, grietas y prolapso
43 . . . . . .,

rectal ™, siendo necesario en el manejo digestivo el uso de laxantes orales y evacuacion

manual de manera indefinida.**

La persona tiene que aprender a adaptarse a su nuevo cuerpo, adquirir confianza
sexual, actualmente es vista como una de las primeras en prioridad de recuperar
funcionalmente45, la disfuncién eréctil en varones amerita como uso rentable el
sildenafil ** asi mismo modernos métodos de coleccion de esperma para fertilidad ', en
las mujeres que fueron capaces de superar las restricciones fisicas y los obstaculos
mentales debido a la lesion, fue posible recuperar una vida sexual activa y positiva junto

.48
a su pareja.

La depresion mayor ha sido identificado en pacientes con lesion medular
alcanzando un 11.4% al afio de producida la misma * y en un seguimiento de 6 afios
hasta de 28.9%, siendo un riesgo mayor los que tenian historia de depresion antes de la
lesion.

En si, la calidad de vida de la persona se ve afectada, siendo el sexo masculino,
el desempleo, la falta de movilidad, la perdida de la autonomia, la falta de ajuste en su
entorno social los factores asociados a menor nivel de calidad de vida en pacientes con

lesion medular.”!

Si se pudiera ofrecer mejorar la calidad de vida de estos pacientes asi como
todas las consecuencias de la lesion medular per se, a través de una intervencion
quirurgicas con el objetivo de una regeneracion neuronal, se deberia de intentar, para
ello es necesario primero de estudios pre-clinicos, en animales de experimentacion,

como es el presente.
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1.7 MARCO TEORICO
1.7.1 BASE TEORICA

1.7.1.1 LESION TRAUMATICA MEDULAR
EPIDEMIOLOGIA:

Una revision de estudios epidemiologicos globales de lesion traumatica
de la médula espinal en las 2 ultimas décadas evidencia una alta tasa de de
mortalidad en los paises en vias de desarrollo (hasta 17x millon considerando
una incidencia de 29.7 x millén), el sexo masculino y la edad entre 30 a 50 afios

- 39
son factores de riesgo.

La incidencia de lesiones cervicales se ha incrementado a través del
tiempo mucho mas que las lesiones toracicas y lumbares, hasta un 56.5% de los
casos entre 2000 y 2003, las personas con tetraplejia incompleta conformaron el
nimero mas elevado (34.5%), seguido por la paraplejia completa (23.1%),

tetraplejia completa (18.4%), y paraplejia incompleta (17.5%) >

1.7.1.2 LESION TRAUMATICA MEDULAR
ETIOLOGIA:

Impresionaba un cambio en la etiologia de la lesion medular entre el afo
2000 al 2003 con respecto a los afios 1973 y 1979 donde comtinmente la causa
eran los accidentes en vehiculos motorizados, viéndose posteriormente un
aumento en las causadas por caidas , quedando en tercer y cuarto lugar por
deporte y violencia respectivamente >*, sin embrago en una ultima revisién se
determind que los accidentes de transito son la causa principal de lesion en
paises desarrollados observandose en 35 a 53.8 % de los casos, mientras que las
caidas son la causa principal en paises en vias de desarrollo, alcanzando hasta el

77.4% de los casos. >’
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1.7.1.3 LESION TRAUMATICA MEDULAR

FISIOPATOLOGIA:

Entender la fisiopatologia de la lesion medular, es entender la fases por la que
transcurre el proceso de lesion desde la naturaleza de la agresion tisular misma
hasta los procesos bioquimicos que se desencadenan de manera secundaria
aumentando la afectacion tisular y funcional, de alli que se habla del lesiones

o . 5354
primarias y secundarias

LESION PRIMARIA:

La lesion medular primaria resulta de una variedad de formas de
aplicacion o tension mecdnica sobre la médula espinal, siendo estas por
ubicacion: a) lesiones de las estructuras circundantes a la médula espinal
(traumatismos de la columna vertebral), b) lesiones de la vascularizacion arterial

. . . 155
o venosa c) trauma aislado directo a la médula espinal.

Las lesiones primarias se presentan por fuerzas como la de flexion,
., . ., . .56
extension, carga axial, rotacion y distraccion ~° conllevando a una forma leve de
contusion medular con déficits neurologicos transitorios, con o sin dafio
vertebral y sin cambios patologicos demostrables, gran parte se recuperan dentro

57-58

de las primeras 24 a 48 horas y en su forma mas severa causan una completa

y permanente paralisis.

También tener presente que en las lesiones primarias la velocidad de la
contusion tiene un efecto directo sobre la magnitud de lesion en la sustancia

blanca y en la cantidad de dafio neuronal en la sustancia gris.”
LESION SECUNDARIA:

Es un conjunto de procesos correlacionados que se presentan secundarios
a la lesion de la medula espinal > ** °* ¢! como son las alteraciones en la

perfusion microvascular, generacion de radicales libres y peroxidacion lipidica,
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muerte celular por necrosis y apoptosis y alteraciones en la homedstasis ionica.”
Todos estos mecanismos pueden exacerbar el dafio primario limitando el

., . . . . 62
proceso de restauracion, contribuyendo en conjunto a la morbi-mortalidad.

Alteraciones vasculares: Con diversos sistemas angiograficos se ha
determinado los efectos vasculares sistémicos y locales de la lesiéon medular, los
efectos sistémicos incluyen la hipotension y reduccion del gasto cardiaco; los
efectos locales incluyen la pérdida de autorregulacion en el segmento dafiado de
la médula espinal, una marcada reduccion de la microcirculacion en la sustancia

gris y blanca, especialmente en regiones hemorragicas y en zonas adyacentes. >

Tator C. * plantea que los efectos vasculares locales y sistémicos son la
principal causa que lleva a la isquemia y por consecuencia infarto post-

traumatico de la medula espinal.

Se ha determinado una mayor sensibilidad de la sustancia gris a la
isquemia a comparacion de la sustancia blanca, esto es debido al sistema arterial
sulcal (central) cuya irrigacion es centrifuga suministrando de esta manera
mayor irrigacioén a toda la materia gris anterior, la mitad anterior de la materia
gris posterior, aproximadamente la mitad interna de las columnas blancas

anteriores y laterales, y la mitad anterior de las columnas blancas posteriores. **

Radicales libres y peroxidacion lipidica: La formacion de radicales
oxigeno (superdxido, radicales en hidroxilo y el 6xido nitrico) y la peroxidacion
lipidica son procesos bioquimicos que aparecen subsecuente al traumatismo del
sistema nervioso central, muy ligados a la hipoperfusion, edema, falla en la
conduccion axonal, falla en el metabolismo energético y la degeneracion
anterograda (Wallerina) ® El ambiente de una célula isquémica favorece la
generacion de radicales de oxigeno y la catdlisis de las reacciones de

peroxidacién lipidica *

Un oxidante importante es el peroxinitrito, formado por la combinacioén

, . L. . L, . 6 .., . ., .
de oxido nitrico y radical superoxido®, su descomposicion da origen al dioxido
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de nitrogeno, al radical hidroxilo y al radical carbonato, que son altamente
reactivos, pueden oxidar proteinas, nitrato de residuos de tirosina 68, inducen la
peroxidacién lipidica de la membrana celular ® y las roturas del DNA de una
sola cadena "°. El peroxinitrito disrrumpe la respiracion mitocondrial la cual
altera la homeostasis del Ca2" intracelular contribuyendo a la degradacion de las

proteinas del citoesqueleto axonal por enzimas como las calpainas.’' "

El uso de antioxidantes farmacoldgicos interrumpe la degeneracion
secundaria del tejido nervioso, lo que muestra un aporte significativo de los
radicales libres y la peroxidacion lipidica en la fisiopatologia de este

traumatismo

Excitotoxicidad y desequilibrios electroliticos: La Excitotoxicidad se
refiere al efecto dafiino celular por exceso de estimulacién de receptores del
glutamato”™, este ultimo alcanza niveles toxicos 15 minutos después de
producida la lesion en modelos experimentales . La activaciéon del receptor
ionotropico N-metil- D-aspartato (NMDA) permite que el calcio extracelular (y
el sodio) se desplacen contra-gradiente conllevando a una concentracion masiva
en la célula, donde estan las concentraciones citosélicas del calcio normalmente
bajas y bien controladas, pudiendo accionar la salida del calcio intracelular
almacenado en el compartimiento citoplasmico’®. La elevada concentracién del
calcio dentro del citosol y de las mitocondrias puede accionar una multiplicidad

7778 ¢ -
1 . Estos procesos incluyen

de procesos calcio-dependientes que resulta morta
la activacion de enzimas liticas, como la calpaina, fosfolipasa A2 y
lipooxigenasa; la generacion de radicales libres y de la disrupcion de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial que lleva a la muerte apoptdtica de la

célula.

Muerte neuronal por apoptosis y necrosis: La muerte neuronal por
necrosis y apoptosis son dos procesos que se presentan después de la lesion
medular, mientras la apoptosis es la muerte celular programada, donde se
desarrolla un sistema dependiente de energia por el cual la misma célula activa

enzimas como la caspasa que actua sobre las proteinas del citoesqueleto y las
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nucleares, en cambio la muerte por necrosis es producto de la perdida de
mecanismos homeostaticos de la célula, llevando al dafio de la membrana y

organelos, con pérdida de produccion del ATP [36:75-80

Los oligodendrocitos particularmente son vulnerables a la muerte celular
apoptotica y después de ello puede incluso comenzar a expresar receptores tales

1
, la

como fas y p75, que cuando estan estimulados inician el proceso apoptético ®
muerte de estos oligodendrocitos puede dar lugar a la desmielinizacion de

axones, contribuyendo a la pérdida distal de la funcidén neurologica.

Respuesta inflamatoria e inmunolodgica: La respuesta inflamatoria e
inmunolégica posterior a la lesion medular implica componentes celulares, tales
como neutrofilos, macrofagos y células T asi como componentes no celulares,

tales como citoquinas, prostaglandinas, etc.”

Al danarse la barrera hemato-encefalica, hay infiltracion de neutrofilos
que secretan enzimas liticas y citoquinas, ** asi como monocitos/macréfagos y
microglias activadas que fagocitan el tejido dafiado. ¥ Las citoquinas pueden
inducir la expresion de la ciclooxigenasa 2 (COX 2) que actua sobre el acido
araquidonico produciendo prostanoides proinflamatorios (prostaglandinas,
prostaciclina y tromboxanos) que median permeabilidad/resistencia vascular y

., . . 4-
agregacion /adherencia plaquetaria. %

La prostaciclina 12 (PGI2) tiene caracteristicas vasodilatadoras que
promueven la permeabilidad vascular y edema en los sitios de la inflamacion,
mientras que el tromboxano A2 tiende a agravar la trombosis venosa y la
isquemia al promover la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccion.™ El factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en diversos estudios experimentales ha

86-87 88-89

demostrado efectos neurotoxicos y neuroprotectores.

La interleukina-10 (IL-10) producido por leucocitos, macrofagos,

astrocitos y la microglia ha demostrado tener un efecto neuroprotector después
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de la lesion experimental de la medula espinal, posiblemente induciendo genes

antiapoptoticos. !

1.7.1.4 MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE
LESION MEDULAR

Existen numerosas maneras de inducir lesion experimental de la médula

espinal, basicamente tales lesiones se pueden clasificar en dos categorias
. . . . . 2 . e,

amplias: in vivo e in vitro *%, dentro del primero lo dividiriamos en los generados

por productos quimicos y por medios fisicos

IN VIVO:

PRODUCTOS QUIMICOS: Lesiones quimicas incluyen la administracién de
sustancias por via sistémica o por la inyeccion local en la médula espinal. Las
lesiones quimicas inducen un dafio del tejido nervioso similar o idéntico al

.93
trauma fisico.

Epinefrina: Bergman y Murray utilizaron una dosis de 0.3-0.75 mg
inyectados en la region sacrolumbar de un conejo induciendo dafio neuronal
especifico, esto consiste en cromatolisis con la fragmentacion de granulos de
Nissl, contraccion de las neuronas del cuerno posterior y anterior asi como

degeneracion de la mielina en las columnas posteriores. **

Noradrenalina: Osterholm et al > utilizaron una dosis de 35 pg de
noradrenalina (NA) en un volumen 10 pl inyectado en la sustancia gris de gatos
induciendo hemorragia central en dos horas acompafiado de edema de la
sustancia blanca y gris. Kakari et al *® utilizaron la misma concentracion de NA
inyectado en la médula espinal en gatos produciendo hinchazén axonal
acompafnada de edema y necrosis hemorragica en la sustancia gris y blanca

dando por resultado déficits neurologicos significativo.
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Cloruro de calcio: Balentine et al °” utilizaron 1 ml del cloruro de calcio
(CaCl,) en una solucion al 10% con el pH ajustado a 7.4, induce una mielopatia
en ratas. Al examen histoloégico de la médula espinal a las 4-8 horas de la
exposicion al CaCl; se presenta edema extracelular en la parte dorsal y posterior
de las columnas laterales con espongiosis y necrosis del tejido local en el area
dorsal del cuerno posterior de la sustancia gris. Después de 24 horas, el
espongiosis se habia extendido en la columna postero lateral y anterior de la
sustancia blanca mientras que el 4rea de necrosis se extiende de los cuernos
posteriores al area antero-laterales del cuerno ventral de la sustancia gris y en
algunos casos, la materia gris entera. Las alteraciones quisticas fueron
observadas en el final de una semana en presencia de una gran cantidad de
macrofagos aunque la gliosis fue minima. El mecanismo exacto que induce esta
mielopatia quimica estaria relacionado con la activacion de este i6n a
fosfolipasas o a un efecto toxico especifico sobre la membrana celular o de las

mitocondrias.

Neurotoxinas adrenérgicas y serotoninérgicas: Nygrm et al *® y Nobin
et al *° utilizaron la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 5,6-dihidroxitriptamina
(5,6-DHT) respectivamente, en cantidades de 50-200 pg mostrando una
predileccion para destruir las neuronas y axones adrenérgicos y serotoninérgicos
cuando estd inyectado en la médula espinal. Estas sustancias pueden inducir la
axotomia quimica selectiva, que es util porque proporciona la informacion en un
sistema particular de transmision distinguiéndolo del dafio de otros trayectos

Vecinos.

MEDIOS FISICOS: Diversas investigacion han planteado modelos de lesion
medular usando medios fisicos que se han mejorado en el tiempo, como son los

siguientes:

Modelos compresivos y/o de contusion: En estos modelos actian la

fuerza cinética y dindmica proporcionando una contusion y compresion rapida
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en un tiempo limitado, asi como la fuerza estatica si la compresion de la médula

se da en horas o dias.”?

Allen R. ' en 1911 describié por primera vez el modelo de lesion
medular por contusion, donde dejo caer un peso sobre la medula espinal de un
perro, expuesta por laminectomia. Albin et al "% y White et al.'® utilizaron el

modelo de contusién en primates para determinar la terapia hipotérmica en la

105 106
1. 1.7,

lesion medular, a través de este modelo Goodman et al. ™ y Bresnahan et a

107-1
107 08

describen los cambios histopatolégicos, Ducker et a y Tator y Deecke '

la patologia vascular, Kobrine et al '>'"* y Tator et al '%'" ¢l flujo de sangre,

1 "7 utilizaron transductores

Singer et al ''®, los potenciales evocados, Daniell et a
de fuerza para cuantificar el impacto sobre la médula espinal de un primate,
entre otros multiples investigadores.

Gruner JA. et al '8

modificé el método de Allen adaptandolo a roedores,
siendo posteriormente éste utilizado en multiples estudios. La universidad de
Nueva York propuso el “NYU Impactor” posteriormente toma el nombre de
NYU/ MASCIS, debido a que National Institutes of Health (NIH) en el afio 1993
financio el Estudio Multicéntrico de Lesion Medular en Animales (MASCIS) en
un grupo de ocho laboratorios de lesion espinal, con el objetivo de validar y para

estandardizar el modelo “impactor”.'"

También se desarrollaron otros modelos de compresion a través del uso

de objetos como parafina inyectada en el espacio epidural por Ayer JB. '%,

introduccién de un dedo por Mcveigh, J.F.'*!

122

, con mango del escalpelo por

123

Thompson J.E. *““, con cera del hueso por Craig W.M.

124
1

, clampaje con Kocher
por Fontaine et al '** y forceps del pulgar por Harvey y Srebnik '»°.

Rivlin y Tator '*® describieron un modelo agudo de lesion medular en
ratas usando un clip de aneurisma modificado. Este modelo fue adoptado por
| 127

varios investigadores por ser confiable y economico como Khan y Griebe

Guha et al. '*®

y
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Tarlov et a introducen la técnica del balon insuflable de compresion

extradural en perros, la duracion de la compresion podia estar exactamente

130 .1 .
1 “"utilizaron un balén que

controlada y regulada, posteriormente Hansebout et a
tenia una localizacién mas exacta. Este método simula compresion de la médula
espinal humana por una dislocacion no reducida o una fractura-dislocacion de la
espina dorsal. En el pasado, esta técnica requirio el uso de animales grandes, el
reciente desarrollo de balones insuflables mas pequefios ha permitido estudiar
animales mas pequefios que son mas facilmente disponibles.">' Martin y Bloedel

132 utilizaron un balén de Fogarty para producir la lesion medular en gatos y

evaluar la lesion espinal por potenciales evocados corticales. Khan y Griebel '*
reproducen con éxito el trauma medular en ratas usando un catéter arterial de
embolectomia de Fogarty modelo 12-062-2F, el cudl se podria insuflar con una
cantidad conocida de gas y permitia la compresion de la medula de forma

controlada y regulada. Baydin A. et al '**

establece un modelo experimental en
conejos con la insuflacion epidural de un microbalén, usando un dispositivo
volumen-controlado de la presion y la insuflacion; los potenciales evocados
espinales (SEPT) fueron registrados en todos los conejos pre-lesion y post-
lesion, demostrando la caida al nivel basico en la ultima medicion, ademas se
acompand de paraplejia permanente de los animales.

135 .y
| establecen un nuevo modelo de lesion

Sant’Anna da Costa et a
medular usando un dispositivo “SC-STRAPPER” este dispositivo consiste en
una correa de la medula espinal, promoviendo una lesion gradual y controlada.
Se analizaron los cambios histopatologicos, la immunohistoquimica para la
proteina acida fibrosa glial (GFAP). Las lesiones de la medula espinal fueron
asociadas a déficits motor y a un aumento local de GFAP proporcional a la

severidad de la compresion.

Modelos de transeccion y/o seccidn parcial: Mientras que los modelos
de la contusién y/o compresion de la medula espinal pueden ofrecer similar
caracteristicas con la patologia vista en los pacientes humanos, los modelos

experimentales de la transeccidon y/o seccion parcial carecen mucho de esas
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semejanzas. Desafortunadamente los estudios realizados de esta manera no son

aplicables a las condiciones humanas. **

Modelos vasculares: Estos modelos surgen en vista de que pacientes
post-operados de aorta presentan obstruccion de las ramas descendentes de aorta
toracica, llevando a los diversos grados de paraplejia acompafiado por la
espasticidad y rigidez. En modelos de ratas como Lu, K. et al. *® y Cizkova, D.

1.7 se utilizd el catéter de Fogarty, el que se inserta por la aorta toracica

et a
descendente a nivel de la arteria subclavia. La presion arterial se monitoriza a
través de una canula insertada en la arteria de la cola y el dafo isquémico se
inicia con el balon insuflado por 10 minutos. La hipovolemia concurrente es
inducida por retiro de un volumen significativo de sangre. Posterior a la

isquemia, el volumen de la sangre es reinfundido, se manifiesta la paraplejia y

espasticidad.

Benton, R.L. et al."”*® y Hughes, P.M. et al."*” utilizan otro modelo de
lesion isquémica de la médula espinal como es la endothelin-1, un

vasoconstrictor.

IN VITRO: Los estudios in vitro surgieron en vista de la dificultad de investigar
los aspectos especificos de la fisiopatologia de lesion medular in vivo, al darse
este en un proceso altamente dinamico y complejo. Los modelos in vitro basados
en cultivos de oligodendrocitos, astrocitos o microglias pueden reducir esta
complejidad, investigando las actividades e interacciones de célula-célula, muy

importante en la comprension de la lesion secundaria. 2

Krassioukov et al '*°desarroll6 un modelo in vitro de neurotrauma usando
cultivo organotipico de una porcion de médula espinal de ratones adultos.
Modificaron los métodos previamente descritos en médula espinal murina. La
viabilidad de cultivos organotipicos fue determinada observando el crecimiento
de neuritas y usando la tincién tetrazolium (MTT) para células vivas. La
integridad morfologica general de los cultivos fue examinada histolégicamente

por hematoxilina eosina (H& E) y con Luxol fast blue (LFB) para la mielina.
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Los marcadores neuronales y glial fueron utilizados para identificar las
neuronas, astrocitos y oligodendroglias. Lesion primaria fue generado con un
peso de 0.2 g. La muerte celular después de lesion primaria fue cuantificada a las
24, 48 y 72 horas post-lesion usando microscopio con focal y un software de

analisis de imagen.

1.7.1.5 ;POR QUE LA MEDULA ESPINAL DESPUES DE UNA LESION
NO TIENE O TIENE POCA CAPACIDAD REGENERADORA?

Para desarrollar las estrategias de tratamiento en lesion medular, es
obviamente importante aclarar los mecanismos subyacentes en cuanto a por qué
la médula espinal después de una lesion no tiene o tiene poca capacidad
regeneradora. Estos mecanismos podrian resultar en la cicatriz glial, las
moléculas inhibitorias de mielina y los factores derivados de la matriz

extracelular. '*!

Cicatriz glial: La cicatriz glial consiste predominantemente en astrocitos
reactivos, microglia/macrofagos y moléculas extracelulares de la matriz,
especialmente proteoglicanos condroitina sulfato (CSPGs).'**'* CSPGs es una
familia compleja de macromoléculas que consisten en una base proteina y uno o
mas enlaces covalentes de cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs). Estas
cadenas de polisacaridos pueden variar en su el nimero y la composicion,
experimentando modificaciones extensas que modulan su actividad bioldgica.
CSPGs se conoce principalmente por sus efectos de inhibir el crecimiento, el
mismo es secretado por casi todos los tipos celulares en sitio de lesion
(especialmente astrocitos). '**'° La inhibicion del crecimiento por parte de la

cicatriz glial se considera el mayor obstaculo para la regeneracion

Actualmente se ha planteado que la cicatriz glial cumple un doble efecto,
tanto perjudicial como beneficio debido a su accidon en diferentes fases de la
fisiopatologia de lesion medular. ¥ Los CSPGs han demostrado inducir la
retraccion de las neuritas y el colapso del cono de crecimiento in vitro.'** Los

astrocitos reactivos, producen NG2 (también conocido como CSPG4) en la
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. . . Cq e . .. 149-1 . .,
cicatriz glial, inhibiendo el crecimiento axonal. '*'*° Los astrocitos también
controlan el exceso de glutamato, de potasio y otros iones. Las CSPGs
secretados en el area de lesion, crea una barrera de difusion para las moléculas
que son potencialmente dafiinas para el tejido ' de tal modo que atenua la
., .. 152 . . ,
extension de neurotoxicidad. ”* Los astrocitos proporcionan soporte trofico en el
tejido dafiado. '>>'>* Algunos estudios sugieren que las células de vastago de los

155-156

nervios son realmente un tipo especializado de astrocitos. Varios

proteoglicanos, especialmente CSPGs, se conoce que afecta a las células vastago

. 1 . . . 1
de los nervios "', en su supervivencia y maduracion. '>®

Moléculas inhibitorias de mielina: El primer inhibidor del crecimiento
de neuritas del CNS descubierto fue una fraccion de proteina inhibitoria de
mielina'>, ahora conocida como Nogo-A. El Nogo-A inhibe el crecimiento de

160-162

neuritas en vitro. Aunque hay estudios en ratones que generan

controversias '

, existe una abundante evidencia que esta molécula es un
potente inhibidor crecimiento de neuritas '**'® Otros inhibidores asociados a
mielina identificados incluyen el MAG'® (glicoproteina asociada a mielina) y

OMgp (glicoproteina de mielina del oligodendrocito)."®’

Moléculas derivadas de la matriz extracelular: Existen otras
moléculas que contribuyen al retardo del crecimiento axonal, como es la
proteina semaforina 3 (SEMA3), que actiia como quimiorepelente directo, tiene
alta afinidad por el receptor neuropilin 1. '°® Después de una lesién en la medula
espinal "' se incrementa la expresion de SEMA3 en los fibroblastos que
penetran profundamente en la lesion y hay un incremento de la expresion de
neuropilin 1 en neuronas que se proyectan al sitio de lesion. La regeneracion
axonal fue excluido en las areas dafiadas que contenian SEMA3, esencialmente
en el centro de la lesion. Estos resultados indican que las semaforinas impiden la
penetracion de las neuritas de regeneracion mas alld del centro de la lesion que

contiene fibroblasto.

La ephrin-B2 '"?y su receptor EPHB2 estan implicados en inhibicion de

la regeneracién después de la transeccion de la médula espinal. Durante el
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desarrollo normal, esta unidén ligando-receptor tiene papel en la migracion
celular y direccion del axon La interaccion de estos dos llega a ser importante
después de lesion, cuando se incrementa la expresion de ephrin-B2 en astrocitos
y se incrementa la expresion EPHB2 en fibroblastos, creando bandas de

fibroblastos y astrocitos, la estructura celular de cicatriz glial/mesenquimal.

Las proteinas Slit, son reguladores importantes de la migracion celular y

direccion axonal ', se incrementan junto a los receptores glipicanl '7*,

en
astrocitos reactivos después de injuria.'” Los trabajos de investigacién al
respecto han demostrado que las proteinas Slit estan implicadas en falta de

regeneracion.

1.7.1.6 (POR QUE LOS ESTUDIOS DE RECUPERACION FUNCIONAL
DESPUES DE LESION MEDULAR EN ANIMALES NO DA LOS
MISMOS RESULTADOS EN HUMANOS?

Este probablemente sea el cuestionamiento permanente de los
investigadores, por lo que se abordard desde dos enfoques: la diferencia en el

tamafo y la anatomia comparada.

Diferencias del tamafo: La importancia de la diferencia del tamafo
entre modelos animales de lesion medular y seres humanos se refleja en las
distancias sobre las cuales los axones son requerido regenerarse después de la
lesion.”® Esto puede afectar las comparaciones entre los estudios de la
regeneracion en roedores versus primates, especialmente con lesiones cervicales
y las toracicas. La diferencia de las especies en peso, tamafio, anatomia,
deambulacion, podria afectar las redes del sistema nervioso y la musculatura
asociada.”’ Ademas la locomocion en roedores es cuadriipeda a diferencia de la

bipeda en los primates, caracteristica similar a los seres humanos. *°

Neuroanatomia comparada: La via corticoespinal (CST) en humanos y
primates no humanos ha experimentado cambios evolutivos importantes

relacionados con desarrollo de las capacidades motoras, especialmente en la
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musculatura distal.*'* El origen cortical de los axones de CST y su localizacion
en la médula espinal varian entre las especies, con mayor énfasis en las
proyecciones de las areas cortical motoras del 16bulo frontal en primates.** En
roedores, la mayoria de los axones del CST estan localizados en la parte ventral
del corddén posterior con proyecciones principalmente a las neuronas del cuerno
posterior y circuitos espinales premotores.®> Las proyecciones mas complejas del
CST en primates no humanos implican proyecciones directas e indirectas en
redes en el cuerno ventral; sinapsis de algunos axones directamente en los

. , 2-
motoneuronas que inervan los musculos de la mano®*™

una proyeccion aun mas
pronunciado en los seres humanos.’*>"Por tanto la respuesta motora al estimulo
del CST entre los primates y los roedores es diferencie **, asi como es diferente

entre especies de primates.*
1.8 ANTECEDENTES:

La lesion de la médula espinal tiene gran impacto fisico y psiquico en los
pacientes y sus familias. Es conocido el déficit motor y sensorial debajo del sitio
de lesion y aunque los déficits pueden disminuir algo debido a los mecanismos
reparativos incipientes, la mayoria de pacientes sigue teniendo los problemas

neuroldgicos para el resto de sus vidas.

El progreso reciente en estrategias experimentales para reparar la médula
espinal danada ha vertido la nueva luz en los mecanismos posibles para mejorar
el resultado después de la lesion medular. De hecho, el potencial uso de las
células de vastago, antagonistas de proteinas inhibitorias de mielina, polietileno
glicol y varias formas de trasplante (células de Schwann, células envolventes de
bulbo olfatorio, nervios periféricos, tejido espinal fetal, etc.) >’ hasta el uso de
sustancias  enzimdaticas como la  tripsina, hialuronidasa, elastasa,
desoxirribonucleasas, plasmina y condritinasa ABC (ChABC) todos han llevado

a resultados prometedores dentro el campo del trauma de la médula espinal '>"°.

Freeman LW'’ en los afios 60 demuestra la utilidad del uso de la tripsina,

cuando es aplicada en el espacio subaracnoideo, de perros con lesion medular
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completa y hemiseccion, resultando en 30 de los 42 perros estudiados una
recuperacion funcional buena a excelente, asi mismo de los 4 perros que
recibieron dosis adicional de tripsina modificada por via intramuscular, 2
presentaron buena recuperacion y uno excelente. Habia una correlacion entre la
clinica y los hallazgos histopatologicos, en controles o animales tratados sin
€xito, la cicatriz del conectivo-tejido era extensa y ocupaba la mayor parte de la
circunferencia de la médula espinal, por el contrario, en animales tratados

enzimaticamente con la buena funcién habia poco tejido conectivo.

Perkins LC, Solow E y Freeman LW '® en 1970 publican el efecto de la
aplicacion subaracnoidea de la combinacion de desoxirribonucleasas y
fibrinolisina en ungiiento, en perros hembra con lesion medular, demostrando

una reduccion en la formacion de la cicatriz glial y las cavidades intraespinales.

Matinian L.A y Andreasian A.S.'” en mayo de 1976, en Ohio presentaron
su estudio sobre efecto de tres enzimas hialuronidasa, tripsina y elastasa sobre la
lesion medular. Las restituciéon funcional fueron encontradas en un alto
porcentaje de las ratas espinales tratadas enzimaticamente, variando a partir de
33% en los de terapia con hialuronidasa a 80% en los que recibieron tripsina y
92.5% de los que recibieron tripsina seguido por elastasa. Los animales tratados
enzimaticamente vivieron mas tiempo que los no tratados; un maximo de 290
dias en los de tripsina ; 340 dias en elastasa y 448 dias en tripsina seguido por
elastasa, a comparacion de 275 dias para las ratas espinales no tratadas. Los
experimentos electrofisioldgicos demostraron la conduccion del nervio impulsos
a través del sitio de la lesion de ratas tratadas enzimaticamente en direcciones
caudales y rostrales. Los estudios histologicos con tinciones de plata revelaron
no solamente una reduccién en la densidad de la cicatriz y pocas cavidades en la
medula espinal tratado enzimdticamente sino también fibras nerviosas que

atravesaron la region de transeccion.

En las ultimas dos décadas ha existido interés en el uso de enzimas que

actiien especificamente sobre el proteiglicano condroitina sulfato, favoreciendo

la plasticidad neuronal, como es el caso de la condritinasa ABC (ChABC). 18-19
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El proteiglicano condroitina sulfato es sintetizado por las neuronas y las células
gliales de la sustancia gris y blanca de la medula espinal '’® y es el principal
constituyente inhibitorio de la cicatriz glial que caracteriza las lesiones del

176-181

sistema nervioso central (SNC). La aplicacién in vivo de la ChABC en

.y, e . 182-
roedores con lesion medular ha demostrado regeneracién axonal funcional '®

185 186-187

, asi como brotes axonales.

El presente estudio busca utilizar un conjunto de enzimas procedente de mamifero,
como es la pancreatina (P3292-SIGMA ALDRICH), en cuyos componentes se incluye a
varias de las enzimas estudiadas anteriormente, asociado a las enzimas con accion de
carbohidrasa y lipolitica podrian tener un mayor espectro de accion sobre los sustratos
que componen la cicatriz glial favoreciendo de esta manera la reconexion axonal, en la

actualidad no hay estudios publicados al respecto.

1.9 HIPOTESIS:
Ho: La aplicacion de pancreatina no puede degrada la cicatriz glial y promover

la regeneracion neuronal en lesion medular experimental.

Hi: La aplicacion de pancreatina puede degradar la cicatriz glial y promover la

regeneracion neuronal en lesion medular experimental.



Aplicacion de pancreatina en modelo de lesion medular experimental como medio de regeneracion neuronal.

Roberto Jess Chavez Asmat

CAPITULO Il: MATERIAL Y METODO

1.1 TIPO DE ESTUDIO:

El presente trabajo es un estudio experimental, debido a que el investigador
interviene a voluntad en una o algunas variables del fenémeno estudiado, dentro de una
relacion causa-defecto. 2°7 Es del tipo experimental verdadero porque se aplicaran tres

procedimientos como son: aleatorizacion, medicion basal y grupo control.

11.2 MATERIAL BIOLOGICO:
ANIMAL DE EXPERIMENTACION:
Conejos Nueva Zelandia (n=12): Clasificacion cientifica ( Reino: Animalia,
Filo: Chordata, Subfilo: Vertebrata , Superclase: Tetrapoda, Clase: Mammalia,
Subclase: Theria, Infraclase: Placentalia, Orden: Lagomorpha, Familia:

Leporidae, Género: Oryctolagus, Especie: O. cuniculus)

Fundamento: En el presente estudio se utilizo lagomorfos porque desde
el punto de vista evolutivo la via corticoespinal presenta un desarrollo diferente
al de roedores, animales habituales para investigacion, aproximandose mas a la
ubicaron anatomia del segmento medular téraco-lumbar del humano adquirido
en la bipedestacion.”’

Desde el punto de vista biomecanico, la deambulacion de los conejos se
centra en los miembros posteriores muy desarrollados muscularmente, de alli su
uso para fabricar biomateriales ortopédicos 2%, esto es vital para este tipo de
estudio ya que nos permite no confundir los desplazamientos como se dan en los
roedores, gatos o perros utilizados en estudios experimentales, donde el
desplazamiento puede ser por arrastre de los miembros anteriores.

El nimero de animales que se utilizé se determind poniendo en prioridad
los aspectos éticos y bioldgicos pasando a segundo plano los aspectos

estadisticos; en los aspecto éticos utilizar el minimo numero necesario de
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animales por grupo, en el aspecto bioldgico la fisiopatologia de la lesion medular
es semejante en el mismo reino Animalia de un Oryctolagus cuniculus que en un

Homo sapiens y de alli la posibilidad de una extrapolacion futura.

Sexo “Macho”:

Fundamento: Lo ideal es tratar de controlar las variables intervinientes
en la neurogénesis. Hay estudios en los que se ha visto que el sexo hembra, por
el estrogeno y la progesterona presentan efectos neuroprotectores > ', de alli
que no es el sexo ideal para este tipo de estudio, sin embrago hay que reconocer

que en otros estudios se cuestiona el efecto hormonal.?''*"?

Edad de 8 -9 meses con peso aproximado 3500 - 4000 g:

Fundamento: Considerando que las lesiones medulares traumaticas se
presentan entre los 30-50 afios de edad *°, etapa en la vida en que se alcanza la
plenitud del desarrollo biologico, se realiz6 la siguiente analogia: La edad
promedio ideal del animal de experimentacion para reproducir el modelo de
lesion medular debia ser con desarrollo biologico pleno y por lo tanto neuronal.
En los conejos machos la madures se alcanza +/- 7 meses de edad *'*, etapa en la
que se culmina la pubertad. El peso del animal de experimentacion tiene una
relacion directa con su edad si se mantiene una alimentacion balaceada, por

ejemplo un conejo a los 6 afios de edad podria llegar a los 15 kilos.

Sin enfermedad:

Fundamento: El animal de experimentacion debe ser un animal en
Optimas condiciones, en buen estado de salud, sin enfermedad, de lo contrario
seria una variable interviniente que afectaria el resultado final del estudio.
Fueron adquiridos en la Facultad de medicina veterinaria de la UNMSM, donde

cumplen los criterios estdndares de cuidado.

Ciclo luz /oscuridad 12 horas:

Fundamento: Se respet6 el ciclo de luz y oscuridad de 12 horas durante

215
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todo el estudio 2*® considerando el ritmo circadiano del animal *'°, para ello se
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disefi6 un temporizador de 12 horas (Ver anexo 1) que se adapté al Bioterio N
°6 Facultad de Medicina UNMSM.

La luz tenia una distancia de mas de dos metros con respecto a los
animal de experimentacién teniendo en cuenta que los animales albinos de
Nueva Zelanda pueden presentar degeneracion retiniana si estin muy cerca a la
fuente a de luz. "> Si durante la iluminacion el animal de experimentacién

deseaba oscuridad podia aprovechar el ambiente enriquecido de la jaula.

Temperatura del microambiente “Promedio 18 °C”:

Fundamento: La temperatura recomendada para los conejos es un
promedio 18 °C con un rango de 15-22 °C ** Se evit6 rangos extremos como una
temperatura mayor de 28 °C que genera efectos clinicos en el animal, incluso
puede poner en riesgo su vida.*'® Este fin se logré a través de la disefiacion de un
termostato que reguld 4 calefactores (Ver anexo 2) , con prendido y apagado
automatico en caso de exceder la temperatura establecida dentro del rango, fue

adaptado al Bioterio N °6 Facultad de Medicina UNMSM.

Ventilacion del microambiente “extractor de aire”:

Fundamento: La ventilacion es necesaria considerando la acumulacion
de amonio, de CO,, los cambios de pelaje, etc.”® Para este fin se utilizd un
extractor de aire (Ver anexo 3) adaptado en la parte superior del Bioterio N °6
Facultad de Medicina UNMSM, considerando el sentido del flujo de aire por
densidad, asi mismo los bordes del ambiente fueron adaptados de forma roma

para este fin.

Alojamiento “Jaula + ambiente enriquecido”:

Fundamento: El alojamiento del conejo tuvo dimensiones respecto a su
peso, en este caso por estar entre 3.5-4.0 Kg. se recomienda una éarea del piso por
animal de 0.2787 m® con una altura de 35.56 cm **°, pero al anadir el ambiente
enriquecido las dimensiones fueron mayores, en este caso de 0.7569 m® con
altura de 78cm (Ver anexo 4), ¢l ambiente enriquecido consistio de un estante,
para que los conejos salten por encima o se oculten por debajo, de esta manera

se reduce la intranquilidad, nerviosismo y timidez a la captura. *'” La jaula tuvo
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un solo conejo varon adulto debido a que existe agresividad entre los machos de
esta edad *'¥, por otro lado el ambiente enriquecido (Ver anexo 5) compens6 la
falta de compaiiia del animal.**®
El 25% de las caras laterales de la jaula fue constituido de una ventana
con barras de hierro galvanizado, permitiendo observar el medio que los rodea.
La ventana con barras de hierro fue pintada de color blanco, de forma que el
color claro no estimula irritabilidad o tension como lo hacen los colores oscuros.
La parte inferior de la jaula tuvo una malla de hierro galvanizado,
permitiendo el paso de heces y orina para que los animales no tengan contacto
con los mismos, evitando de esta forma la coprofagia.
La limpieza de las jaulas se realizd diariamente para mantener un alto
nivel de higiene. Se ha descrito riesgo de infeccion por coccidios cuando no se

realizar una limpieza constante.”®

Alimentacion y agua:

Fundamento: Los conejos son crepusculares, se alimentan durante la
madrugada y en la noche. 219 Recibieron alimentacién balanceada en grasa,
fibras, proteinas, minerales y vitaminas, conocido comercialmente como
Conejita R, en peso de 100 - 150 g/dia.”*

El aporte de agua para la mayoria de estudios es ad limitum, pero es
conocido que la necesidad del agua es 50-150 g /Kg peso, o por regla empirica
que la necesidad de agua/24h es 10% del peso corporal **', criterios que fueron

tomados en cuenta en el estudio.

11.3 MATERIAL FARMACOLOGICO, QUIMICO Y/O DE
INSTRUMENTACION:
El material farmacologico y/o quimico que a continuacidon se menciona fue en

funcién de las etapas que involucra el estudio.

Primera etapa:
1. Pancreatina (Pancreatin from porcine pancreas, power 4 x USP
specifications, SIGMA-ALDRICH, P3292): Conjunto de enzimas pancreaticas

como son la tripsina, la amilasa, la lipasa, la ribonucleasa y otras proteasas.'*
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Solucion de Bradford: Se prepar6é con 100 mg de Azul Brillante de Coomassie
G-250, disuelto en 50 ml de etanol del 95%. A esta solucién fueron agregados
100 ml de acido fosforico del 85% (peso/volumen). La solucion resultante fue
diluida a un volumen final de 1 litro.**

Proteina estandar: Albiimina de suero bovino (BSA 0,1%) **

Solvente para cromatografia de aminoacidos: Butanol, acido acético glacial y
agua en la proporcion: 4:1:5, por volumen.”?

Medio de revelado para cromatografia de aminoacidos: Se utilizo solucion
de ninhidrina, se disolvié 200 mg de ninhidrina en 100 ml de acetona.

Solvente para carbohidratos: Butanol (40%), etanol (10%) y agua (50%) ***
Medio de revelado para cromatografia de carbohidratos: Ftalato acido de
anilina en butanol 2,0 922

Solucion estandar para carbohidratos: Xilosa.

Cromatoplaca silicagel G60 F254 (Merck) con medidas 20 x 20 cm

Papel Whatman N°1 de 28 x 10 cm.

Cubeta de cromatografia (frasco de vidrio)

Capilares

Estufa

Espectrofotometro GENESY'S 6, numero de serie 2M6M040001

Segunda etapa:
Instrumento para induccion de lesion medular: Tornillos de acero inoxidable
de 3mm de didmetro y 4mm de longitud.
Anestésicos y analgésicos:
a) Ketamina: Ket-a-100.100mg / 1cc (Agrovet Market S.A.)
b) Clorhidrato de xylazina: Dormi-xyl ® 2. Solucion al 2% de
xylazina HCI (Agrovet Market S.A.)
c) Metamizol sodico monohidratado: Novalgina 1g/ 2cc
(Sanofi-Aventis del Pert S.A.)
Antibidticos:
a) Enrofloxacino: Enroflox 20 L.A. Solucion inyectable (Agrovet
Market S.A.)
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4. Afeitadora eléctrica (GT 500, ALLOY)

114 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
El presente estudio se desarroll6 en dos etapas: la primera, con una demostracion
de la accion degradativa de la cicatriz glial por la pancreatina a través de un
método bioquimico y el segundo con la aplicacion de la pancreatina en un
modelo in vivo de lesion medular, evaluandose parametros clinicos, radiologicos

e histopatologicos.

11.4.1 Primera etapa:

Método bioquimico para determinacion de accién degradativa de cicatriz
glial por pancreatina

Considerando la presencia de proteoglicanos en la composicion de la cicatriz
glial se realiz6 la determinacion de la degradacion de proteinas, la presencia de
aminoacidos asi como de azucares (principalmente xilosa) después de la
aplicacion de pancreatina.

La determinacion de proteinas se realizo a través del método espectrofotométrico
de Bradford **, la presencia de amino4cidos fue por cromatografia de capa fina

223
1

en silica gel “y la determinacién de azlcares especificamente xilosa fue a

través de cromatografia en papel.**

Inducida la lesién medular experimental en conejos Nueva Zelandia (n=5) por
método de Hashimoto®®, descrito mas adelante, se espera la formacion de
cicatriz glial (7 a 10 dias). Se extrae la médula de manera répida por abordaje
posterior y se secciona la zona de cicatriz glial, una vez pesada esta, se realiza un
homogenizado frio en 3,8 ml de tampodn fosfato 0,1M pH 6,7. Se coloca en tubos
de ensayo en bafo de agua a 39+/-2 °C durante 5 minutos, se inicia la reaccion
agregando 5, 10 y 15 mg de pancreatina diluida en 1,2 ml de tampdn fosfato
0,IM pH 6,7. A los tiempos 0, 30, 60, 120 y 240 minutos de iniciada la reaccion
enzimdtica se toma 100 pL (muestra experimental) para proceder al método de
Bradford ** para determinacion de proteinas; al de cromatografia de capa fina en
silica gel para la presencia de aminoéacidos **’ y al de cromatografia en papel

L , ; - 224, 225
para la determinacién de azucares especificamente xilosa.”™ “*° Se tuvo para

cada uno de los tiempos una muestra control.
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A) Método de Bradford para determinacion de proteinas: %

Se elabor6é una curva estandar o patrén con albimina de suero bovino (BSA
0,1%) disuelta en tampon fosfato 0,IM pH 6,7. Se tom6 con una micropipeta
alicuotas de 12,5, 25, 50,75 y 100 pL, con diferentes puntas de ependorff se
completaron todos los volumenes hasta 100 pLL con tampoén fosfato 0,1M pH 6,7,
se adicionaron a los tubos 5ml de solucion de Bradford y se leyo en el
espectrofotometro a 595 nm. Se tom6 100 pL. de la muestra experimental y se
adicionaron 5ml de solucioén de Bradford y se leyo en el espectrofotometro a 595
nm. Se tubo para cada uno de los tiempos una muestra control y una muestra de
pancreatina sola (este ultimo valor fue un criterio desarrollado debido a que la
pancreatina per Se proporciona un ligero aumento en la medicion de la

concentracion de proteinas) (Ver anexo 6)

B) Metodo cromatografico de capa fina en silica gel para determinar la
presencia de aminoacidos:

Se marc6 en la placa de silica gel, la linea base con lapiz y los puntos donde se
colocaron la muestra experimental, control y pancreatina sola, identificindolos
con una marca. Se colocd en cada marca respectiva 100 pLL de cada uno, se seco
con aire caliente. Previo a esta preparacion, se colocé 30 ml del solvente
(Butanol, acido acético glacial y agua en la proporciéon: 4:1:5, por volumen)
sobre la cuba de cromatografia y se dejo que se sature ésta con el disolvente.
Una vez saturada se coloco la placa de silica gel dentro de la cuba y se dejé que
se desarrolle el cromatograma. Una vez desarrollado se marco el frente del
solvente con lapiz. Se seco en una estufa sin sobrecalentar. Una vez seco la placa
se asperjo con solucion de ninhidrina y se calent6 en una estufa para desarrollar
color. Se localizd y compar6 las manchas de color morado, que representan las
posiciones de los aminoacidos que reaccionaron con la ninhidrina asi como su

intensidad. (Ver anexo 7)
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C) Método cromatografico en papel para la determinacion de azucares
especificamente xilosa:

Se marco6 en el papel, la linea base con lapiz y los puntos donde se colocaron la
muestra experimental, control y estandar (xilosa), identificandolos con una
marca. Se coloco en cada marca respectiva 100 pL. de cada uno, se seco con aire
caliente. Previo a esta preparacion, se colocd 30 ml del solvente (Butanol (40%),
etanol (10%) y agua (50%)) sobre la cuba de cromatografia y se deja que se
sature ésta con el disolvente. Una vez saturada se coloco el papel dentro de la
cuba y se dejo que se desarrolle el cromatograma. Una vez desarrollado se
marco el frente del solvente con lapiz. Se secd en una estufa sin sobrecalentar.
Una vez seco la placa se asperjo con solucion de ftalato acido de anilina en
butanol 2,0 % y se calentd en una estufa para desarrollar color. Se localiz6 y
compar6 las manchas de color rojo, que representan la posicion de las de

pentosas (xilosa) que reaccionaron, asi como su intensidad. (Ver anexo 8)

11.4.2 Segunda etapa:
Grupos experimentales: Una vez inducida la lesion medular por método de
Hashimoto, los conejos Nueva Zelandia (n=12) fueron distribuidos

aleatoriamente en dos grupos:

Grupo enzima (n=6): Los conejos Nueva Zelandia después de 2 meses
de producida la lesion medular recibieron tratamiento enziméatico con
pancreatina en tampoén fosfato 0,1M y pH 6,7 via intratecal por 21 dias.

Se realiz6 un seguimiento clinico hasta finalizar el estudio.

Grupo control (n=6): Los conejos Nueva Zelandia después de 2 meses
de producida la lesién medular no recibieron tratamiento enzimatico con
pancreatina, solo recibieron el mismo volumen de tampon fosfato 0,1M y
pH 6,7 via intratecal por 21 dias. Se realizé un seguimiento clinico hasta

finalizar el estudio.
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Método de induccion de lesion medular experimental (Método de
Hashimoto): **°

Los conejos fueron anestesiados con ketamina (35 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg).
La mitad posterior inferior fue rasurada con afeitadora eléctrica (GT 500,
ALLOY). Se administrd una dosis preoperatoria de Enrofloxacino intramuscular
(10mg/kilogramo). El conejo fue ubicado en la mesa de operaciones sobre la
parte ventral con leve flexion lumbar colocando una pequeiia toalla debajo del
abdomen. Se llegd a mantener una via periférica permeable. La frecuencia
cardiaca (RN: 130-320 Ipm), frecuencia respiratoria (RN: 30-60 rpm) y la
temperatura rectal (RN: 38.5-39.5 °C) fueron supervisadas. La temperatura fue
mantenida entre 37-38 °C con un cojin de calefaccion. El 4rea toracolumbar fue
limpiada con solucion jabonosa y luego con solucion de yodopovidona
(Droyovet DROGAVET S.A.C.). El area quirurgica se cubrid6 con campos
quirtrgicos para mantener condiciones asépticas. El area quirrgica se cubrio
con gasas estériles. La cirugia se realizdo con ayuda de una lupa de 10X. Una
incision de la piel por la linea media de Tlla T13. La fascia fue cortada
bilateralmente en el borde lateral de los procesos espinosos. Los musculos
paraespinales fueron disecados subperiostealmente en el proceso espinoso y
laminar de T12. Un pequefio agujero fue realizado en el centro de la superficie
disecada de la vértebra. Un tornillo del acero inoxidable de didmetro 3
milimetros y 4 milimetros de longitud fue implantada en el agujero sobre la
duramadre. Se tomo una radiografia de perfil o de incidencia lateral y postero
anterior, para tener la certeza de haber ocupado el 90% del canal medular. El
tornillo se retir6 luego de 60 minutos y fue suturada la incisiéon. Una inyeccion
intramuscular adicional de Enrofloxacino intramuscular (10mg/kilogramo) se
administré a las 24 horas postoperatorio. Metamizol a dosis de 10mg/k fue
administrado en las patas delanteras cada 12 horas en los posteriores 3 dias y se

aumento su frecuencia si el animal lo necesito. (Ver anexo 9)

Método radioldgico para colocacion de tornillo: Colocado el tornillo de acero

inoxidable se tom6 una radiografia de perfil o de incidencia lateral y postero
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anterior. Se considerd una colocacion adecuada cuando el tornillo ocupé el 90%
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del canal medular, segun la investigacion de T. Hashimoto y N. Fukuda
ocuparse el 90% del canal se genera una lesion medular con puntaje neurologico
moderado a severo. La técnica radiografica fue de 48 kilovoltios y de 100

miliamperajes. (Ver anexo 10)

Método de colocacién de catéter para aplicacién de pancreatina en lesion
medular:

Los conejos después de 2 meses de la primera operacion fueron anestesiados con
ketamina (35 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg). La mitad posterior inferior fue
rasurada con afeitadora eléctrica (GT 500, ALLOY). Se administré una dosis
preoperatoria de Enrofloxacino intramuscular (10mg/kilogramo). El conejo fue
ubicado en la mesa de operaciones sobre la parte ventral con leve flexion lumbar
colocando una pequena toalla debajo del abdomen. Se llegd a mantener una via
periférica permeable. La frecuencia cardiaca (RN: 130-320 Ipm), frecuencia
respiratoria (RN: 30-60 rpm) y la temperatura rectal (RN: 38.5-39.5 °C) fueron
supervisadas. La temperatura fue mantenida entre 37-38°C con un cojin de
calefaccion. El area toracolumbar fue limpiada con solucién jabonosa y luego
con solucion de yodopovidona (Droyovet DROGAVET S.A.C.). El area
quirGrgica se cubrid6 con campos quirirgicos para mantener condiciones
asépticas. El area quirurgica se cubrid con gasas estériles. La cirugia se realizo
con ayuda de una lupa de 10X. Una incision de la piel por la linea media de T10
a L1. Se retir6 el tejido fibroso, se visualiz6 el agujero realizado en el centro de
la superficie disecada de la vertebra. Identificada la cicatriz glial, se fijo6 un
catéter en dicha zona lo que permitié6 la administracion periddica de la
pancreatina, luego se suturd la incision. Una inyeccion intramuscular adicional
de Enrofloxacino intramuscular (10mg/kilogramo) se administré a las 24 horas
postoperatorio. Metamizol a dosis de 10mg/k fue administrado en las patas
delanteras cada 12 horas en los posteriores 3 dias y se aumento su frecuencia si

el animal lo necesito. (Ver anexo 11)

Cuidados postoperatorio:
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Todos los conejos pasaron a una jaula de recuperacion. Se realizo diariamente un
vaciado manual de vejiga mediante presion, cada 8 horas hasta que se desarrolld
reflejo de vaciado auténomo (10 dias aproximadamente). El vaciado de vejiga se
redujo paulatinamente hasta una vez al dia y se mantuvo asi hasta finalizado el

201 [y .- . . ,
0 También se colocaron cojmes en zonas de prominencia O0S€a para
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estudio.

prevenir ulceras de presion (Ver anexo 12).

Fisioterapia: ***

Con el fin de retrasar la aparicion de atrofia muscular, evitar deformaciones,
mantener las articulaciones en buena forma, y prevenir contracturas en las
mismas, se realizd masajes circulares suaves y lentos en todos los musculos
situados por debajo del nivel de la lesion en todas los conejos (grupo control y
grupo enzima) todos los dias. Ademads, los masajes ayudaron a mantener la
circulaciéon sanguinea tanto en los musculos como en la piel, evitando asi
posibles atrofias. También se realiz6 movimientos diarios de flexion y extension
de los dedos, tobillos, rodillas y caderas, adduccion y abduccion de la cadera y
movimientos circulares de la cadera y tobillo en las dos direcciones (treinta
veces en cada articulacion). Ademas de esto, se dejoé a los conejos moverse
libremente en un campo abierto sobre una malla durante 20 minutos cada dia.

(Ver anexo 13)

Evaluacion de lesion medular:

Evaluacion clinica: La evaluacion clinica se llevo a cabo posterior a la
induccion de la lesion medular asi como cada semana durante la aplicacion
enzimdtica. Cada prueba clinica tuvo consideraciones para su adaptacion en

conejos (Ver anexo 14).

Escala BBB modificado: """

Escala disefiado por Basso D, Beattie M y Bresnahan J. en 1995, esta
escala de evaluacion locomotora ofrece a los investigadores una mayor
medida discriminatoria de los resultados del comportamiento para
evaluar tratamientos después de la lesion medular. Se considerd las

modificaciones del campo realizada por Yoshii S, Ito S, Shima M,
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Taniguchi A y Akagi M en conejos, se evalud por 4 minutos a través de

tres observadores cegados (no conocen el grupo al que pertenece el

animal a evaluar) y una cdmara filmadora (4to observador). Antes de la

prueba, se vacio las vejigas puesto que el movimiento de las patas

traseras a veces va acompaiado de la contraccion espontanea de la

vejiga.

Clasificacion de la escala locomotora BBB (21 puntos) y la definicion

operacional de categorias y atributos:

10.

11.

Movimientos no observables de la extremidad posterior (EP)
Movimiento leve de 1 o 2 articulaciones, usualmente la cadera y/o
rodilla.

Movimiento extenso de | articulaciéon o movimiento extenso de una
articulacion y movimiento leve de otra articulacion.

Movimiento extenso de 2 articulaciones.

Movimiento leve de las tres articulaciones de la extremidad posterior.
Movimiento leve de 2 articulaciones y movimiento extension de la
tercera.

Movimiento extension de 2 articulacion y movimiento leve de la
tercera.

Movimiento extension de las tres articulaciones de la extremidad
posterior.

Barrido sin soporte de peso o empleo plantar de la pata sin soporte de
peso.

Empleo plantar de la pata con soporte de peso en una Unica postura
(ejemplo parado) o el peso ocasional, frecuente o constante soportado
por dorsal stepping o no plantar stepping.

Peso ocasionalmente soportado por pasos plantares, no coordinacion
por extremidad anterior (EA) — extremidad posterior (EP).

Soporte frecuente de los pasos plantares con peso constante, sin

coordinacion EA — EP.
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16.

17.

18.

19.

Roberto Jess Chavez Asmat

Frecuente soporte de los pasos plantares con el peso constante y
ocasional coordinaciéon EA- EP.

Frecuente soporte de los pasos plantares con el peso constante y
frecuente coordinacion EA — EP.

Peso constante soportado por pasos plantares, constante coordinacion
de la EA- EP y la posicion predominante de la pata durante la
locomocion es rotada (interna o externa) cuando se realiza el contacto
inicial con la superficie asi como justo antes de levantarla al final de
la posicion o frecuente plantar stepping, constante coordinacion EA —
EP y ocasional dorsal stepping.

Constante plantar stepping y constante coordinacion de la EA — EP, y
sin espacio(altura) de los dedos del pie u ocasional espacio(altura) de
los dedos del pie durante el avance hacia adelante del miembro,
predominantemente la posicion de la pata es en paralelo al cuerpo al
inicio del contacto

Constante plantar stepping y constante coordinacion de la EA — EP
durante la marcha y el espacio (altura) de los dedos del pie ocurre
frecuentemente durante el avance hacia adelante del miembro, la
posicion de la pata es predominantemente en paralelo al inicio del
contacto y rota al levantar

Constante plantar stepping y constante coordinaciéon del EA — EP
durante la marcha y el espacio (altura) de los dedos del pie ocurre
frecuentemente durante el avance hacia adelante del miembro, la
posicion de la pata predominantemente es en paralelo al contacto
inicial y al levantar

Constante plantar stepping y constante coordinacion del EA — AP
durante la marcha y el espacio (altura) de los dedos del pie ocurre
durante el avance hacia adelante del miembro, predominantemente la
posicion pata esta en paralelo al inicio del contacto y rota al levantar.
Constante plantar stepping y coordinacion constante del EA — EP
durante la marcha, y constante espacio(altura) de los dedos del pie
durante el avance hacia adelante del miembro y la cola esta abajo

parte o todo el tiempo
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20. Constante plantar stepping y marcha coordinada; espacio (altura) de
los dedos del pie constante, posicion predominante de la pata es en
paralelo al contacto inicial y al levantar; constante cola arriba e
inestabilidad del tronco.

21. Constante plantar stepping y marcha coordinada, espacio (altura) de
los dedos del pie constante, la posicion de la pata predominante es en
paralelo a lo largo de la postura, la estabilidad del tronco es
constante, la cola arriba constante.

Leve: Movimiento parcial de la articulaciéon a través de menos de la

mitad del rango del movimiento articular

Extension: Movimiento a través de mas de la mitad del rango del

movimiento articular.

Barrido: Movimiento ritmico de extremidad posterior (EP) en las cuales

las tres articulaciones estan extendidas, a continuacidén, nuevamente se

flexionan y extienden totalmente; usualmente el animal esta en decubito
lateral, la superficie plantar de la pata puede o no estar en contacto con el
suelo; sin soporte de peso evidente en la EP.

Sin soporte de peso: Sin contraccion de los muiisculos extensores de los

EP durante el empleo plantar de la pata; o sin la elevacion de la region

posterior

Soporte de peso: Contraccion de los musculos extensores de la EP

durante el empleo plantar de la pata o la elevacion de la region posterior.

Plantar stepping: La pata esta en contacto plantar con soporte de peso

entonces la EP avanza hacia adelante y el contacto plantar con apoyo del

peso se reestablece

Dorsal stepping: El peso soportado a través de la superficie dorsal de la

pata en algun punto del ciclo del paso.

Coordinacion de la extremidad posterior y anterior: Por cada paso de

la EA, un paso de la EP es tomado y la Extremidades posteriores se

alternan.

Ocasional: Menor o igual de la mitad, < 50%

Frecuente: Mas que la mitad pero no siempre 51-94%

Constante: Casi siempre o siempre 95-100%
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Inestabilidad del tronco: Desplazamiento lateral del peso que causa
contoneos de lado a lado o un colapso parcial del tronco.

Escala Tarlov modificado: %

Esta escala considera 6 niveles, ha sido aplicada en conejos en las
investigaciones de Shi E. et al, donde considera los siguientes niveles:

0: No movimiento

1: Movimiento leve

2: Se sientan con ayuda

3: Se sientan solo

4: Salto débil

5: Salto normal

Prueba de campo abierto: "%

Esta prueba limita un 4rea acorde al tamafio del animal de
experimentacion, rodeado de madera pintada de blanco, con la parte
inferior subdividida por las lineas blancas, formando 25 campos. Se
registrd el nimero de campos cruzados por las patas delanteras, en un
tiempo de 5 minutos por 3 dias sucesivos. La prueba comenzaba
colocando al conejo en el centro del area. El nimero de campos cruzado
durante este intervalo fue registrado y no expresado en porcentajes como
el trabajo original, sino mas bien mantenidos para establecer la minima
diferencia existente en el tiempo de evaluacion. Inmediatamente después
de cada prueba, se limpio la parte inferior con gasas de algodon mojados
con etanol al 96%. Se consider6 dos observadores cegados (no conocen
el grupo al que pertenece el animal a evaluar) y una camara filmadora
(3er observador).

Prueba de plano inclinado: %!

El plano inclinado disefiado por Rivlin A.S. y Tator C.H. en 1977,
consiste en dos tableros rectangulares de maderas contrachapadas
conectadas en un extremo por una bisagra. Uno de los tableros sirve

como la base y el otro como el plano inclinado movible. Dos paneles
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laterales de madera contrachapada fija en la base con la marca de los
grados. Una estera de caucho se fijo a la superficie del plano movible.
Para la evaluacion clinica los conejos fueron colocados en la posicion
que el eje del cuerpo sea perpendicular al eje del plano inclinado. Para
mantenerse en el plano los animales utilizaron los miembros delanteros y
traseros. La inclinacion méaxima del plano en que el conejo pudo
mantenerse por 5 segundos se registrd para representar la capacidad
funcional. El angulo fue aumentado en intervalos de 5° o disminuido en
5° hasta que el conejo pudo mantener su posicion respecto al plano
inclinado por 5 segundos sin caer.

Prueba de levantamiento (medida postural): 2°*2%

El conejo fue colocado en un cilindro de vidrio de base hexagonal
(modificado con respecto al cilindro de plexiglas original), el animal se
alzaba espontdneamente sobre sus patas traseras y sus patas delanteras
entraban en contacto con las paredes. El numero y los tipos de
alzamientos sobre las patas traseras fueron analizados durante un periodo
de 3 minutos de observacion. Diversos tipos de alzamientos se
observaron, de manera progresiva hasta un nivel mas alto: 1) Agachados:
Los animales levantaban ambas patas delanteras de la tierra pero no
extienden el tronco; 2) Tripode: Los animales levantaban ambas patas
delanteras de la tierra y se apoyan con la cola; 3) Patas traseras: Los
animales se alzaban y extendian el tronco con los miembros posteriores
doblados y 4) De soporte: Los animales se alzaban con el tronco
extendido y los miembros posteriores extendidos. Cuando el animal
progresaba de vez en cuando en varios tipos de alzamientos antes de
aterrizar, se contaba el nivel mas alto. Los datos fueron expresados como
nimero de alzamientos/minuto y porcentaje de alzamientos funcionales
(nimero de alzamientos sobre patas traseras “3”y de soporte “4”/total de

alzamientos).

Evaluacion radiolégica para aplicacion de enzima:
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La imagen de resonancia magnética (MRI) fue realizada a los 2 meses de
inducida la lesiéon medular, usando un scanner magnético a 0.2 Tesla. Se
selecciono aleatoriamente un conejo el cual fue colocado en posicion ventral
previa anestesia general. La mayor obtencion de las imdgenes fue a un intervalo
de 5.0 milimetros con un grueso de corte de 5.0 milimetros. Las imagenes de la
region espinal fueron obtenidas en los planos sagital y coronal. EI tiempo de
repeticion (TR) y el tiempo de eco (TE) fueron ajustados segtn trabajo previos.
La imagen potenciada en T1 (TR/TE = 540/26 milisegundo, TIW) e imagen
potenciada en T2 (TR/TE = 380/90 milisegundo, T2W) fueron obtenidas. Estas
imagenes fueron llevadas a un software analizador de imagen (J MicroVision
Version 1.2.7) con el cual se determind el volumen de la cicatriz glial y
consecuentemente los miligramos de cicatriz glial, dato necesario para precisar
los miligramos de pancreatina a administrar. (Ver anexo 15)

Evaluacion histopatolégica: 2%

Al final del estudio para determinar los cambios histopatoldgicos, los conejos
fueron anestesiados con ketamina (35 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg), se les
administr6 por via transcardiaca solucion de NaCl 0,9% en volumen de 500 ml
seguido del fijador (15 % paraformaldehido en buffer fosfato 0.1 M) en volumen
500 ml a una presion de perfusion de 120 cm H2O, hasta observar la rigidez
corporal. Se extrajo la médula de manera rapida por abordaje posterior. (\Ver
anexo 16) Los tejidos fueron de manera rutinaria procesados, embebido y
seccionados de 5 a 7 um, segun tincion. Las secciones sagitales fueron
preparadas en Hematoxilina y eosina (H& E) para determinar la formacion de
cavidades, tincion de Reumond para determinar proyecciones axonales y
astrocitos, el Luxol fast blue para identificar la mielina, la tincion de
Tricromico de Gomorri para determinar tejido conectivo y también
inmunohistoquimica GPAF para identificacion de astrocitos. Las imagenes
tomadas fueron llevadas al software analizador de imagen (J Micro Vision
Versién 1.2.7), para precisar la formacién de cavidades expresada en area (mm?)
y porcentaje, el contenido de tejido conectivo expresado en porcentaje, area
mielinizada expresada en porcentaje y presencia de astrocitos expresada en

porcentaje. Las imdgenes sobre presencia de neurogénesis no fueron sometidas
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al software. Todos estos analisis fueron realizados en el epicentro de la médula

espinal dafiada. (Ver anexo 17)

11.5 PLAN DE ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS:

Los datos fueron ingresados a una hoja de célculo en MS-EXEL 2000 (Microsoft Corp.
Seatle, WA), para ser procesados luego mediante el programa estadistico SPSS V18.0.
Se empez6d con un andlisis descriptivo expresado en distribucion de frecuencias,

medidas de tendencia central, medidas de dispersion y variabilidad.

La determinacion de la distribucion normal de las variables cuantitativas se realizo
aplicando el test de correccion Shapiro-Wilk, debido a que el nimero de conejos fue
menor 50. Para la comparacion de variables cuyas medias no presentaron una
distribucion normal, se utiliz6 la prueba no paramétrica de Wilcoxon y Mann —

Whitney. Se considerd para el estudio un nivel de confiabilidad de 95%.

11.6 ETICA:

En el aspecto ético, segun la Ley Peruana N °27265 de la proteccion a los animales
domésticos y a los animales silvestres mantenidos en cautiverio, en el Titulo IV, de la
experimentacion e investigacion y la docencia, se permite la experimentacion para el
estudio y el avance de la ciencia, cuando el mismo resulte necesario para el tratamiento
de enfermedades que afecte tanto al hombre como a los animales y siempre que no se
afecte la naturaleza del experimento o investigacion, se estableceran procedimientos
para mitigar el sufrimiento del animal. **’

Con respecto al manejo de los animales de experimentacion desde alimentacion, micro
y macro ambiente, procedimientos quirtirgicos, manejo del dolor se ha considerado

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996”. *°

El presente estudio consider6 también las directrices de “Guidelines on the use of
animals for training interventional medical practitioners and demonstrating medical
equipment and techniques, 20097, en los aspectos 1.3.1, 1.3.2, 1.3.3 y 1.34,

especificando el apoyo de un médico veterinario facultativo, la competencia en
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anestesia y analgesia de animales asi como las facilidades de la Clinica veterinaria

UNMSM para procedimientos quirtrgicos. >

CAPITULO Ill: RESULTADOS

111.1 PRIMERA ETAPA:

Método bioquimico para determinacion de accion degradativa de cicatriz glial por
pancreatina

Considerando la presencia de proteoglicanos en la composicion de la cicatriz glial se
realiz6 la determinacion de la degradacion de proteinas y la presencia de aminoacidos
asi como de azucares (principalmente xilosa) después de la aplicacion de pancreatina.
La determinacién de proteinas se realizo a través del método espectrofotométrico de
Bradford y la presencia de aminoacidos fue por cromatografia de capa fina en silica gel;
la determinacién de azucares especificamente xilosa fue a través de cromatografia en
papel.

El método de Bradford nos muestra que en 40 mg. de cicatriz glial homogenizada
tenemos 0,604 mg de proteinas/ ml de solucion, este homogenizado al ser sometido a la
accion de Smg, 10mg y 15mg de pancreatina en un tiempo de 4 horas a temperatura de
39+/-2 °C y a pH neutro, se obtiene 0,231 mg, 0,238mg y 0,269mg de proteinas/ml
respectivamente, la mayor degradacion se obtiene con Smg de pancreatina , alcanzando
una reduccion de 61,75% con respecto a la concentracion inicial, en el segundo caso fue
de 60,59% y de 55,62% en el tercero. Ademas en el cromatograma se observa una
mayor cantidad de bandas de aminoacidos en el que recibe pancreatina de Smg con
respecto a 10 y 15mg, este dato nos orient6 hacia la utilizacién de Smg de pancreatina
para la presente investigacion.

Con respecto a la determinacion de azucares por cromatografia, se enfatiza en la xilosa
debido a su presencia en la cadena de proteoglicanos por ser uno de los componentes de
importancia en la cicatriz glial. En el cromatograma se observa la presencia de xilosa
color rojo cuya banda se encuentra al mismo nivel con respecto al estdndar y que no se

visualiza en el control. (\Ver anexo 6)
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111.2 SEGUNDA ETAPA:

A) Método de induccidén de lesion medular experimental (Método de Hashimoto):
Antes de la distribucion aleatoria de los animales para la conformacion de los grupos se
realiz6 la evaluacion clinica previa a la lesion y luego después de dos meses de la
misma. Se considero el pequefio nimero de animales y la no distribucion normal de la
variable de estudio para la aplicacion de pruebas comparativas no paramétricas. (Ver
anexo 18)

La prueba BBB inicial tuvo un puntaje: 20,05 +/- 1,42 y después de los 2 meses de
inducida la lesion un puntaje: 8,10 +/- 5,38; siendo estadisticamente significativa la
diferencia entre ambos (p=0.005, T de Wilcoxon).

La prueba de Tarlov inicial tuvo un puntaje: 4,87 +/- 0,21 y después de los 2 meses de
inducida la lesién un puntaje: 2,80 +/- 1,03; siendo estadisticamente significativa la
diferencia entre ambos (p=0.005, T de Wilcoxon).

La prueba de campo inicial tuvo un puntaje: 44,43 +/- 16,83 y después de los 2 meses
de inducida la lesién un puntaje: 5,00 +/- 2,46; siendo estadisticamente significativa la
diferencia entre ambos (p=0.005, T de Wilcoxon).

La prueba plano inclinado inicial tuvo un puntaje: 61,00 +/- 3,16 y después de los 2
meses de inducida la lesion un puntaje: 44,50 +/- 6,85; siendo estadisticamente
significativa la diferencia entre ambos (p=0.005, T de Wilcoxon).

La prueba de levantamiento inicial tuvo un puntaje: 1,9 +/- 2,23 y después de los 2
meses de inducida la lesion un puntaje: 0,00 +/- 0,00; siendo estadisticamente
significativa la diferencia entre ambos (p=0.017, T de Wilcoxon).

Asi mismo un indicar de dafio medular experimental moderado a severo es la variacion
en el peso de los conejos, siendo inicial de 3285,6 +/- 171,9 mg y después de los 2
meses de inducida la lesion 2475,0 +/- 123.0 mg; siendo estadisticamente significativa

la diferencia entre ambos (p=0.005, T de Wilcoxon).
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B) Formacion de grupos: Para la formacion del grupo control (n=5) y enzima (n=5) se
considerd solo 10 conejos, a pesar de que en un inicio se operaron 12, esto fue debido a
que dos animales fallecieron a los 30 y 45 dias posterior a inducir la lesion medular por
causa obstructiva intestinal secundaria la dafio per se.

Se realizo las pruebas clinicas a los 2 meses de inducida la lesion y se compard entre
ambos grupos. (Ver anexo 19)

La prueba BBB a los 2 meses de inducida la lesion en el grupo control tuvo un puntaje:
8,80 +/- 5,26 y el grupo enzima tuvo un puntaje: 7,40 +/- 6,02; no habiendo una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (p=0.548, U de Mann -
Whitney).

La prueba de Tarlov a los 2 meses de inducida la lesién en el grupo control tuvo un
puntaje: 2,80 +/- 1,09 y el grupo enzima tuvo un puntaje: 2,80 +/- 1,09; no habiendo una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (p=1.000, U de Mann -
Whitney).

La prueba de campo a los 2 meses de inducida la lesién en el grupo control tuvo un
puntaje: 4,90 +/- 2,41 y el grupo enzima tuvo un puntaje: 5,10 +/- 2,79; no habiendo una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (p=0.841, U de Mann -
Whitney).

La prueba de plano inclinado a los 2 meses de inducida la lesion en el grupo control
tuvo un puntaje: 43,00 +/- 7,58 y el grupo enzima tuvo un puntaje: 46,00 +/- 6,52; no
habiendo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos (p=0.548, U de
Mann - Whitney).

La prueba de levantamiento a los 2 meses de inducida la lesion en el grupo control tuvo
un puntaje: 0,00 +/- 0,00 y el grupo enzima tuvo un puntaje: 0,00 +/- 0,00; no habiendo
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos (p=1.000, U de Mann -

Whitney).
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C) Evaluacién de regeneracién neuronal
Clinica: Las evaluaciones clinicas se realizaron de manera periodica en el dia 0 (basal),
7, 14 y 21 de aplicaciéon de pancreatina (grupo enzima) o tampdn fosfato (grupo

control). (Ver anexo 20)

La prueba BBB en el grupo control a los 7dias de evaluacion tubo un puntaje de: 8,60
+/- 5,50, a los 14 dias un puntaje de: 6,80+/- 6,14 y a los 21 dias un puntaje de: 4,90+/-
5,20, teniendo en el grupo enzima a los 7dias de evaluacion un puntaje de: 7,20+/- 5,76,
a los 14 dias un puntaje de: 7,40+/- 6,02 y a los 21 dias un puntaje de: 6,40+/-5,32 ; no
habiendo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos en los dias

7,14y 21(p=0.690, p=0.421 y p=0.548 respectivamente, U de Mann - Whitney).

La prueba de Tarlov en el grupo control a los 7 dias de evaluacion tubo un puntaje de:
2,80+/-1,10 , a los 14 dias un puntaje de: 2,80+/-1,10 y a los 21 dias un puntaje de:
2,40+/-0,54 , teniendo en el grupo enzima a los 7 dias de evaluacion un puntaje de:
2,80+/-1,10, a los 14 dias un puntaje de: 2,80+/-1,10 y a los 21 dias un puntaje de:
2,80+/-0,84 ; no habiendo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos a los dias 7,14 y 21(p=1.000, p=1.000 y p=0.548 respectivamente, U de Mann
- Whitney).

La prueba de campo en el grupo control a los 7 dias de evaluacion tubo un puntaje de:
3,563+/-1,57, a los 14 dias un puntaje de: 3,53+/-1,50y a los 21 dias un puntaje de:
4,06+/-3,39, teniendo en el grupo enzima a los 7 dias de evaluacion un puntaje de:
4,73+/-4,73, a los 14 dias un puntaje de: 3,92+/-3,95y a los 21 dias un puntaje de:
4,33+/-2,61 ; no habiendo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos a los dias 7,14 y 21(p=1.000, p=0.841 y p=1.000 respectivamente, U de Mann
- Whitney).
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La prueba de plano inclinado en el grupo control a los 7 dias de evaluacion tubo un
puntaje de: 46,00+/-4,18, a los 14 dias un puntaje de: 40,00+/-6,12 y a los 21 dias un
puntaje de: 37,00+/-9,75 , teniendo en el grupo enzima a los 7 dias de evaluacion un
puntaje de: 41,00+/-4,18, a los 14 dias un puntaje de: 40,00+/-6,12y a los 21 dias un
puntaje de: 43,00+/-2,74 ; no habiendo una diferencia estadisticamente significativa
entre ambos grupos a los dias 7,14 y 21(p=0.151, p=1.000 y p=0.421 respectivamente,
U de Mann - Whitney).

La prueba de levantamiento en el grupo control a los 7 dias de evaluacion tubo un
puntaje de: 0,00+/-0,00, a los 14 dias un puntaje de: 0,00+/-0,00y a los 21 dias un
puntaje de: 0,00+/-0,00, teniendo en el grupo enzima a los 7dias de evaluacion un
puntaje de: 0,00+/-0,00, a los 14 dias un puntaje de: 0,00+/-0,00y a los 21 dias un
puntaje de: 0,00+/-0,00; no habiendo una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos a los dias 7,14 y 21(p=1.000, p=1.000 y p=0.1000 respectivamente, U
de Mann - Whitney). Esta ultima prueba no ha sido graficada considerando que el

puntaje obtenido durante el tiempo de evaluacion fue cero.

Histopatologia: Los hallazgos histopatologicos se centran en la cicatriz glial, en la
formacién de cavidades expresada en 4rea (mm?) y porcentaje, el contenido de tejido
conectivo expresado en porcentaje, area mielinizada expresada en porcentaje, presencia
de astrocitos expresada en porcentaje (Ver anexo 21) y presencia de regeneracion

neuronal. (Ver anexo 22)

Formacion de cavidades: Se tomo en cuenta las laminas con tincion de
Reumond y Hematoxilina y Eosina (H& E). Las iméagenes fueron tomadas en
aumento 3,2. Llevadas luego al Software J Micro Vision Version 1.2.7, se
consideré en la calibracion 1pix=0,03236 mm.

En el grupo control las cavidades ocuparon 194,88 +/-86,83 mm?, siendo el
20,05+/-10,25 % y en el grupo enzima las cavidades ocuparon 52,60+/-26,50
mm?® siendo el 7,63+/-5,23%, habiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos (p=0.008 y p=0.042 respectivamente, U de
Mann - Whitney).



Aplicacion de pancreatina en modelo de lesion medular experimental como medio de regeneracion neuronal.

Roberto Jess Chavez Asmat

Contenido de tejido conectivo: Se tomo en cuenta las laminas con tincion de
Tricréomico de Gomorri. Las imagenes fueron tomadas en aumento 12,5.
Llevadas luego al Software J Micro Vision Version 1.2.7, se considerd en la
calibracion 1pix= 0,00765 mm.

En el grupo control el contenido de tejido conectivo fue 49,85+/-13,31 % y en el
grupo enzima el contenido de tejido conectivo fue 41,53+/-16,51%, no habiendo
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0.222, U de

Mann - Whitney).

Area mielinizada: Se tomé en cuenta las laminas con tincién de Luxol fast blue.
Las imagenes fueron tomadas en aumento 12,5. Llevadas luego al Software J
Micro Vision Version 1.2.7, se considero6 en la calibracion 1pix= 0,00765 mm.
En el grupo control el area mielinizada fue 9,80+/-4,11 % y en el grupo enzima
el 4area mielinizada fue §,64+/-6,9%, no habiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=1.000, U de Mann -
Whitney).

Presencia de astrocitos: Se tom6é en cuenta las laminas con
inmunohistoquimica GPAF. Las imagenes fueron tomadas en aumento 12,5.
Llevadas luego al Software J Micro Vision Version 1.2.7, se considerd en la
calibracion 1pix= 0,00765 mm.

En el grupo control la presencia de astrocitos fue 15,18+/-3,90 % y en el grupo
enzima la presencia de astrocitos fue 17,63+/-4,33%, no habiendo una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0.421, U de Mann -
Whitney).

Presencia de regeneracion neuronal: La renovacion o reparacion fisiologica
del tejido nervioso dafiado, puede ser s6lo axonogénesis o axonogénesis y
neurogénesis. '’

En el grupo control no se presenta axonogénesis o es muy escasa a comparacion
del grupo enzima que presenta mayores dimensiones de axonogénesis e incluso
con evidencia de neuromas de amputacion. En ninguno de los dos grupos hay

evidencia de neurogénesis.
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

IV.1 PRIMERA ETAPA:

Metodo bioquimico para determinacion de accion degradativa de cicatriz glial por
pancreatina:

Después de producida la lesion medular se genera en dicha zona la cicatriz glial, dicha
cicatriz consiste predominantemente en astrocitos reactivos, microglias/macréfagos y
moléculas extracelulares de la matriz, especialmente proteoglicanos de condroitina
sulfato (CSPGs). '**'* CSPGs es una familia compleja de macromoléculas que
consisten en una base proteica unida a glicosaminoglicanos (GAGs) (Figura 1A)
CSPGs se conoce principalmente por sus efectos de inhibir el crecimiento, el mismo es
secretado por casi todos los tipos celulares en sitio de lesion (especialmente astrocitos).
144196 T a inhibicion del crecimiento por parte de la cicatriz glial se considera el mayor
obstaculo para la regeneracion.

La aplicacion de pancreatina como medio para degradar la cicatriz glial enfocado en su
matriz de proteoglicanos de condroitina sulfato (CSPGs) principalmente, ha sido
demostrada con el uso de Smg de pancreatina sobre 40mg de cicatriz glial a temperatura
de 39+/-2 °C y pH neutro dando una reduccion de hasta 61,75% de su contenido
proteico respecto al valor inicial (Figura 1B, hidrolisis del enlace peptidico, ver
flecha roja), asi mismo la presencia de xilosa por cromatografia nos hace referencia a la
ruptura de las cadenas laterales de glicosaminoglicanos (Figura 1B, ver fecha verde).
La pancreatina presenta dos zonas de hidrélisis a nivel del enlace peptidico y
glucosidico, a diferencia de la Condritinasa ABC (ChABC), enzima bacteriana de
mayor importancia en investigaciones de regeneracion en lesion medular, que hiende las
cadenas de glicosaminoglicanos (Figura 1C), quedando algunos cadenas de
carbohidratos unidos al centro proteico™' por lo tanto la pancreatina genera una mayor

dimension degradativa.
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Figura 1. A) Composicion del proteoglicanos de condroitina sulfato (CSPGs). CSPGs
se anclan a las membranas celulares, al 4cido hialurénico y otros componentes de la
matriz extracelular (barra gris). B) La pancreatina hidroliza enlaces peptidico (flecha



Aplicacion de pancreatina en modelo de lesion medular experimental como medio de regeneracion neuronal.

Roberto Jess Chavez Asmat

roja) y glucosidico (flecha verde). C) Condritinasa ABC (ChABC), hiende las cadenas
de glicosaminoglicanos.

IV.2 SEGUNDA ETAPA:

A) Método de induccidn de lesion medular experimental (Método de Hashimoto):
El método de Hashimoto **® fue disefiado inicialmente en ratas, donde se introduce un
tornillo de acero inoxidable de longitud variable (2.5, 2.8, 3.1, o 3.4 milimetros) por un
tiempo de 60 minutos, considerando un didmetro del canal medular de 3.5mm en la rata.
Se obtuvo un score neurologico severo (puntajel de 5) a partir de la introduccién de
3.Imm del tornillo, durante los 21 dias de seguimiento, lo que corresponde a ocupar el
88, 57 % del canal medular.

La presente investigacion estandarizd el método de Hashimoto en conejos Nueva
Zelandia, a través de tornillos de acero inoxidable introducidos en el canal medular
hasta ocupar el 90% del espacio, para esta precision se procedid a afiadir una radiografia
de incidencia lateral y postero anterior (modificacion al estudio original). Las
evaluaciones clinicas como: la prueba BBB, la prueba de TARLOV, la prueba de campo
abierto, la prueba de plano inclinado y de levantamientos realizados antes de la lesion
comparado con la realizada después de 2 meses de la lesion, muestran una diferencia
estadisticamente significativa, correspondiendo un dafio moderado a severo a los 2
meses, lo que coincide con el modelo planteado por Hashimoto.

La disminucion del peso corporal es un indicador de la magnitud de la lesion medular,
ha sido poco abordado en estudios de conejos, sin embargo Landry E. et al, **? en un
estudio de evaluacioén de cambio en el peso de ratones con lesion medular muestran una
disminucion del 24% del peso corporal a los 7 dias de la lesion manteniéndose hasta los
28 dias de seguimiento, estos datos son semejantes a lo encontrado en el presente
estudio que fue de una reduccion del 24.6% del peso corporal a los 2 meses de la lesion,
cabe recalcar que existi6 una diferencia estadisticamente significativa del peso inicial y

el medido a los 2 meses de la lesion.

B) Formacion de grupos: El grupo control (n=5) y enzima (n=5) fueron evaluados
clinicamente antes de la administracion de sustancias (tampén fosfato o pancreatina)

con la prueba BBB, la prueba de TARLOV, la prueba de campo abierto, la prueba de
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plano inclinado y de levantamientos donde no se obtiene una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos, este hallazgo es de suma importancia para
comprender la homogeneidad de los grupos y evitar sesgo en la consolidacion de los

mismos antes de la administracion de sustancias.

C) Evaluacién de regeneracién neuronal

Clinica: Las evaluaciones clinicas se realizaron de manera periodica en el dia 0 (basal),
7, 14 y 21 de aplicaciéon de pancreatina (grupo enzima) y tampon fosfato (grupo
control). Se compar6 ambos grupos segin dia de evaluacion no encontrandose
diferencia estadisticamente significativa. La mayoria de trabajos publicados ha realizado
un seguimiento mayor a un mes de haber iniciado la terapéutica enzimatica.

Freeman LW'> demuestra la utilidad del uso de la tripsina, cuando es aplicada en el
espacio subaracnoideo de perros con lesion medular completa y hemiseccion, resultando
en un periodo de evaluacion de 2, 3 y mas meses que en 30 de los 42 perros estudiados
hubo una recuperacion funcional buena a excelente, asi mismo de los 4 perros que
recibieron dosis adicional de tripsina modificada por via intramuscular, 2 presentaron
buena recuperacion y uno excelente. De manera similar Perkins LC, Solow E y Freeman
LW ' publican el efecto de la aplicacion subaracnoidea de la combinacién de
desoxirribonucleasas y fibrinolisina en ungiiento, en perros hembra con lesion medular,
con un seguimiento de 7 meses; Matinian L.A y Andreasian A.S."” utilizando tres
enzimas hialuronidasa, tripsina y elastasa sobre la lesion medular, logrando una
restitucion funcional en un alto porcentaje de las ratas espinales tratadas
enzimaticamente, variando a partir de 33% en los de terapia con hialuronidasa a 80% en
los que recibieron tripsina y 92.5% de los que recibieron tripsina seguido por elastasa.
Los animales tratados enzimaticamente vivieron mas tiempo que los no tratados; un
maximo de 290 dias en los de tripsina ; 340 dias en elastasa y 448 dias en tripsina
seguido por elastasa, a comparacion de 275 dias para las ratas espinales no tratadas.
Garcia-Alias G et al, ** demostraron que el tratamiento con Condritinasa ABC en
lesion medular promueve la plasticidad de la médula espinal, habiendo una mejoria
sustancial en tareas especificas como la recuperacion de pelotas en la prueba de la
escalera con respecto a su control, siendo estadisticamente significativo a partir del dia

21 de seguimiento (p< 0.05) hasta el dia 42 (p<0.001) donde finaliza el mismo.
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Se observa en multiples estudios una mejoria clinica en meses y desde incluso el dia 21
de administracion de la enzima, esto es una orientacion para determinar la falta de
diferencia clinica hasta el momento de finalizar el estudio entre el grupo control y
enzima, cabe enfatizar que los trabajos en mencion son de lesion medular aguda a
diferencia del presente que es en fase cronica (aplicacion de enzima después de 2 meses
de inducida la lesién) cuya fisiopatologia es diferente y probablemente también sea

diferente la expresion clinica en cuanto a forma y tiempo.

Histopatologia: Los hallazgos histopatoldgicos se centran en la cicatriz glial, en la
formacién de cavidades expresada en 4rea (mm?) y porcentaje, el contenido de tejido
conectivo expresado en porcentaje, area mielinizada expresada en porcentaje, presencia

de astrocitos expresada en porcentaje y presencia de regeneracion neuronal.

Formacion de cavidades: Se obtuvo en el grupo enzima una menor area de cavidades
expresada en mm’ y porcentaje con respecto al control siendo esta una diferencia
estadisticamente significativa, estos resultados concuerdan con los de Perkins LC,
Solow E y Freeman LW '° donde la cavitacion es extremadamente minima en los
perros con lesion medular que recibieron desoxirribonucleasas y fibrinolisina en
ungiiento con respecto a su control; asi también Matinian L.A y Andreasian A.S. "’
utilizando tres enzimas hialuronidasa, tripsina y elastasa sobre la lesion medular de ratas
encontraron menores cavidades intraespinales en comparacioén al grupo control. En fase
crénica esta reduccion de cavidades podria deberse a que estas fueron ocupadas por
tejido conectivo degradado o parcialmente degradado y/o presencia de crecimiento

axonal.

Contenido de tejido conectivo: Se obtuvo en el grupo enzima un menor contenido de
tejido conectivo con respecto al control no siendo una diferencia estadisticamente
significativa. Freeman LW'> demuestra la utilidad del uso de la tripsina, cuando es
aplicada en el espacio subaracnoideo de perros con lesion medular completa y
hemiseccidon y encuentra menor cantidad de tejido conectivo en el grupo tripsina con

respecto al control; Matthews MA et al ***

encontraron en ratas Long-Evans con lesion
medular TS5 al aplicar tripsina tdpica y sistémica una reduccion del tejido fibroso en la

cicatriz glial (p< 0.01) sin embargo se acompafia de una mayor cantidad de tejido
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conectivo laxo. Si consideramos que ambos estudios fueron de varios meses de
seguimiento probablemente esta pequefia diferencia no significativa de nuestro estudio

sea el inicio de la accidon degradativa del tejido conectivo in vivo.

Area mielinizada: Se obtuvo a partir de la zona circundante a la lesion, ya que no se
evidencio en la cicatriz glial, entre el grupo control y enzima no hubo una diferencia

estadisticamente significativa, esta hallazgo coincide con Matthews MA et al »*

quienes
encontraron en ratas Long-Evans con lesion medular TS5 al aplicar tripsina tdpica y

sistémica paquetes de fibras axonales no mielinizadas en la cicatriz glial.

Presencia de astrocitos: No se obtuvo entre el grupo enzima y control una diferencia
estadisticamente significativa en la presencia de astrocitos, lo que nos indica que la
pancreatina no tiene algin efecto directo o indirecto sobre su expresion. Los astrocitos
reactivos en el nucleo de la cicatriz glial deberia ser abordado como otro foco de accion
enzimatica por ejemplo fosfoslipasas ya que en fase cronica generan un efecto
inhibitorio de crecimiento axonal, a diferencia de la fase aguda de lesion donde nutren a

neuronas de la penumbra. **°

Presencia de regeneracion neuronal: En el grupo control no se presenta axonogénesis
0 es muy escasa a comparacion del grupo enzima que presenta mayores dimensiones de
axonogénesis e incluso con evidencia de neuromas de amputaciéon (El neuroma de
amputacion se refiera a la formacién de neuromas por cada nervio seccionado, el
tamafio y forma dependerd del crecimiento axonal y del tejido circundante, es un signo
de regeneracion). En ninguno de los dos grupos hay evidencia de neurogénesis.
Hallazgos que no encontraron Perkins LC, Solow E y Freeman LW '° con la aplicacion
subaracnoidea de la combinacion de desoxirribonucleasas y fibrinolisina en ungiiento en

7 en cambio

perros hembra con lesion medular; Matinian L.A y Andreasian A.S. '
utilizando tres enzimas hialuronidasa, tripsina y elastasa sobre la lesion medular de ratas
encontraron fibras nerviosas que atraviesan la region de la seccion transversal,
Matthews MA et al »* encontraron en ratas Long-Evans con lesién medular T5 al
aplicar tripsina topica y sistémica un elevado nimero de axones y paquetes de fibras

axonales no mielinizadas no asociados a células de Schwann. Estos dos ultimos estudios

coinciden con nuestros resultados donde hay fibras nerviosas que atraviesan la zona de
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lesion pero sin mielina, probablemente la pancreatina si bien favorece la axonogénesis

degrade la mielina, tema que tendra que ser evaluada en adelante.

CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. La aplicacion de Smg de pancreatina sobre 40mg de cicatriz glial a temperatura de
39+/-2°C y pH neutro genera una reduccion de hasta 61,75% de su contenido

proteico respecto al valor inicial, a través de la hidrolisis de los enlaces peptidico.

2. La aplicacion de Smg de pancreatina sobre 40mg de cicatriz glial a temperatura de
39+/-2°C y pH neutro genera la liberacion de carbohidratos especialmente xilosa, a

través de la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos.

3. El modelo de lesion medular de Hashimoto con score neuroldégico moderado a
severo en conejos Nueva Zelandia, se obtiene a través de la introduccion del tornillo

de acero inoxidable hasta ocupar el 90% del canal medular.

4. Las evaluaciones clinicas realizadas de manera periodica en los dias 0 (basal), 7, 14
y 21 de aplicacion de pancreatina (grupo enzima) y tampon fosfato (grupo control),

no demostraron diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

5. Se obtuvo en el grupo enzima una menor area de cavidades expresada en mm® y
porcentaje con respecto al control siendo esta una diferencia estadisticamente

significativa.

6. Se obtuvo en el grupo enzima un menor contenido de tejido conectivo con respecto

al control no siendo una diferencia estadisticamente significativa.

7. No se obtuvo entre el grupo enzima y control una diferencia estadisticamente

significativa en la presencia de astrocitos y area mielinizada.
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8. La pancreatina aplicada en la lesion medular experimental promueve la regeneracion

neuronal del tipo axonogénesis.

1.

CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Profundizar en la cinética enzimatica de la pancreatina sobre la cicatriz glial y de

esa forma optimizar su capacidad degradativa in vivo.

Realizar mayores investigaciones que definan con claridad las fases adecuadas
para la aplicacion enzimatica y el uso concomitante con otras estrategias

terapéuticas como células madre.
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ANEXO N °1

TEMPORIZADOR DE 12 HORAS: Adaptado en el Bioterio N °6 Facultad de

Medicina UNMSM, permitio controlar el ciclo luz/oscuridad de 12 horas, por tanto se

215
1.

respeto el ritmo circadiano del animal.”” El temporizador registré la hora del dia, a su

derecha el centro de control del extractor de aire y temperatura (control accesorio).
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DISENO DE TEMPORIZADOR DE 12 HORAS

ANEXO N °2

TERMOSTATO ELECTRONICO: (A) Controlé una temperatura promedio de 18 °C
con un rango de 15-22 °C *® Este termostato reguld 4 calefactores, con prendido y

apagado automatico en caso de exceder la temperatura establecida dentro del rango, fue
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adaptado al Bioterio N °6 Facultad de Medicina UNMSM. (B) Calefactor, imagen

ampliada. (C) Termostato, imagen ampliada

IC Sensor de
temperatura LM35

Circuito comparador
De temperaturay de
aislacion.

Transistores de
control de potencia
4 TRIACs BT138

Control de
temperatura de
activacion
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Lineas controladas al calefactor

DISENO DE TERMOSTATO ELECTRONICO

ANEXO N °3

f

=

q

f 4

EXTRACTOR DE AIRE: (A y B) Adaptado en la parte superior del Bioterio N °6
Facultad de Medicina UNMSM considerando el sentido del flujo de aire por densidad,
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asi mismo los bordes del ambiente fueron adaptados de forma roma, esto permitié una

o ., . . . 208
ventilacion adecuada por la acumulacion de amonio, de CO; y los cambios de pelaje.

ANEXO N °4

JAULA: (A) El alojamiento del conejo tuvo dimensiones respecto a su peso, un area
del piso de 0.7569 m” con altura de 78cm. (B) La parte inferior de la jaula tuvo una
malla de hierro galvanizado, permitiendo el paso de heces y orina para que los animales

no tengan contacto con los mismos, evitando de esta forma la coprofagia. (C) Hacia el
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lado derecho en la jaula un pequefio estante y su comedero y bebedero. (D) El conejo
Nueva Zelandia alimentandose. (E y F) Disposicion de jaulas en el bioterio. (G)
Comedero fijo con alambre a la malla, evita derrame de alimento sobre todo cuando el

conejo presenta dificultad para deambulacion por la lesion medular.
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ANEXO N °5

Ambiente enriquecido: (A, B, C y D) El ambiente enriquecido consistio en un estante,
para que los conejos salten por encima o se oculten por debajo, de esta manera se redujo

la intranquilidad, nerviosismo y timidez a la captura. '’ La jaula tuvo un solo conejo

218
d

varén adulto debido a que existe agresividad entre los machos de esta eda , por otro

lado el ambiente enriquecido compensé la falta de compania del animal.**®
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ANEXO N °6

METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE BRADFORD PARA
DETERMINACION DE PROTEINAS:

Se realizd una curva patrén con alblimina de suero bovino (BSA 0,1%), siendo aceptada
con un coeficiente de correlacion de 99,6%, luego de lo cual se procedid a la medicion

de la muestra de estudio.

0or
0.8-
{1
06T
0.5:
041
031
D.?.:
01}
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Pardmetros de la curva: y = 0.8444893 x
Residuos: 0.0282 Cosficiente de Correlacion: 0.99635
Fecha: 21/11/2010 12:32:38 a.m. Autozero 211112010 12:29:29 a.m.
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Muestra Factor de dilucion Ordenada (A) Concentracion (g/L)
Homogenizado de 1 0.480 0.601
cicatriz glial
“CONTROL”
Homogenizado de 1 0.210 0.263
cicatriz glial + 5mg
pancreatina
Homogenizado de 1 0.217 0.272
cicatriz glial + 10 mg
pancreatina
Homogenizado de 1 0.254 0.318
cicatriz glial + 15 mg
pancreatina
5mg pancreatina 1 0.025 0.032
10 mg pancreatina 1 0.027 0.034
15 mg pancreatina 1 0.039 0.049
ANEXO N °7

METODO CROMATOGRAFICO DE CAPA FINA EN SILICA GEL PARA
DETERMINAR LA PRESENCIA DE AMINOACIDOS:

Homogenizado

15mg
pancreatina
Presencia de
aprox. 8 bandas
intensidad (++)

de cicatriz glial +

Homogenizado
de cicatriz glial
“CONTROL”

Presencia de
aprox. 5 bandas
difusas (+)

Homogenizado de
cicatriz glial + 10 mg
pancreatina
Presencia de aprox. 8
bandas intensidad
(+++)

Homogenizado de
cicatriz glial + 5mg
pancreatina
Presencia de aprox. 8
bandas intensidad
(++++)

Pancreatina
sola
Presencia de
aprox. 6
bandas
intensidad (++)
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ANEXO N °8

METODO CROMATOGRAFICO EN PAPEL PARA LA DETERMINACION DE
AZUCARES ESPECIFICAMENTE XILOSA

Xilosa Homogenizado de Horr_logepiza(_JIo de
Estandar cicatriz glial + 5 mg cicatriz glial
pancreatina

Banda de
xilosa
“Muestra”

Banda de xilosa
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ANEXO N °9

METODO DE INDUCCION DE LESION MEDULAR EXPERIMENTAL
(METODO DE HASHIMOTO)
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El conejo una vez anestesiados con ketamina
(35 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg) via
intramuscular, se procedio a la colocacion de
via periférica en pata anterior derecha, como

se aprecia de manera secuencial en la fotos

(A,B,CyD)

Se administrd6 una dosis preoperatoria de enrofloxacino intramuscular (10mg/

kilogramo), luego la mitad posterior inferior del conejo fue rasurada con afeitadora.
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El area toracolumbar fue limpiada con solucion jabonosa y luego con solucion de

yodopovidona.

Se mantuvo la via periférica permeable. La frecuencia cardiaca (RN: 130-320 lpm),
frecuencia respiratoria (RN: 30-60 rpm) y la temperatura rectal (RN: 38.5-39.5 °C)

fueron supervisadas.
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El area quirurgica se cubrid6 con campos quirurgicos para mantener condiciones

asépticas. La cirugia se realizé con ayuda de una lupa de 10X.
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Se realiz6 una incision de la piel por la linea media de T11a T13. La fascia fue cortada

bilateralmente en el borde lateral de los procesos espinosos.

Intervencion quirargica. Izquierda (Médico Veterinario Diego Diaz Coahila), Derecha

(Bachiller en Medicina Humana Roberto Chavez Asmat)
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Los musculos paraespinales fueron disecados subperiostealmente en el proceso espinoso

y laminar de T12.

Se retird la apofisis espinosa de la vértebra T12.

Un pequefio agujero fue realizado en el
centro de la superficie disecada de la

vértebra.
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Un tornillo del acero inoxidable de diametro 3 milimetros fue implantado en el agujero

sobre la duramadre.
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El tornillo fue retirado luego de 60 minutos y suturada la incisiéon. Una dosisi adicional
de enrofloxacino intramuscular (10mg/ kilogramo), fue administrada a las 24 horas del
postoperatorio. Metamizol a dosis de 10mg/k fue administrado en las patas delanteras

cada 12 horas en los posteriores 3 dias.

ANEXO N °10

METODO RADIOLOGICO PARA COLOCACION DE TORNILLO
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Equipo de radiologia. Clinica Veterinaria. UNMSM

Ubicacion adecuada de conejo para toma radiologica.
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Radiografia postero anterior.

Radiografia de perfil o incidencia lateral. Se aprecia que el tornillo ocupa el 90% del
canal medular, se tomo de referencia la investigacion de T. Hashimoto y N. Fukuda ***

donde al ocuparse el 90% del canal se presenta un puntaje neuroldogico moderado a

SEVEro.

ANEXO N °11

METODO DE COLOCACION DE CATETER PARA APLICACION DE
PANCREATINA EN LESION MEDULAR
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El conejo una vez anestesiados con ketamina (35 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg) via
intramuscular, se procedio6 a la colocacion de via periférica en pata anterior derecha. Se
administré una dosis preoperatoria de enrofloxacino intramuscular (10mg/ kilogramo),
luego la mitad posterior inferior del conejo fue rasurada con afeitadora. El érea
quirtrgica se cubri6 con campos quirurgicos para mantener condiciones asépticas. La

cirugia se realizd con ayuda de una lupa de 10X.
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Se realiz6 una incision de la piel por la linea media de T10 a L1.

Se retir6 el tejido fibroso.
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Se visualizo el agujero realizado en el centro de la superficie disecada de la vertebra.

Se identifico la zona correspondiente a la cicatriz glial.
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Se procedio a fijar un catéter en dicha zona
a través de las apofisis espinosos de T11 y

T13, lo que permitié la administracion

Se sutura la incision. Una dosis adicional
de enrofloxacino intramuscular (10mg/
kilogramo), fue administrada a las 24
horas del postoperatorio. Metamizol a

dosis de 10mg/k fue administrado en las

patas delanteras cada 12 horas en los

posteriores 3 dias.

ANEXO N °12
CUIDADOS POSTOPERATORIOS

Apdsito DuoDERM CGF
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Se colocd apositos en zonas de prominencia Osea, zonas de propension a tUlceras de
presion.

ANEXO N °13

FISIOTERAPIA

Con el fin de retrasar la aparicion de atrofia muscular, evitar deformaciones, mantener
las articulaciones en buena forma, y prevenir contracturas en las mismas, se realizod
masajes circulares suaves y lentos en todos los musculos situados por debajo del nivel

de la lesion en todas los conejos (grupo control y grupo enzima) todos los dias. Ademas,
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los masajes ayudaron a mantener la circulacion sanguinea tanto en los musculos como

en la piel, evitando asi posibles atrofias.

También se realizaron movimientos diarios de flexioén y extension de la cadera asi como
movimientos de adduccion y abduccion en las dos direcciones (treinta veces en cada

articulacion).
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Movimientos diarios de flexion y extension de la rodillas en las dos direcciones (treinta

veces en cada articulacion).

Movimientos diarios de flexién y extension del tobillo en las dos direcciones (treinta

veces en cada articulacion).
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Movimientos diarios de flexion y
extension de los 4 dedos en las dos
direcciones (treinta veces en cada

articulacion).

ANEXO N °14

PRUEBAS CLINICAS (CONSIDERACIONES PARA SU ADAPTACION EN
CONEJOS)
ESCALA BBB MODIFICADO "'
DISENO DE LA PRUEBA

Se ha considerado el trabajo original de Basso D, Beattie M y Bresnahan J.en 1995,
para extrapolar las dimensiones de la prueba a un conejo, se toma en cuenta también las
modificaciones realizada por Yoshii S, Ito S, Shima M, Taniguchi A y Akagi (longitud
de campo mayor de 2 metros).

Teniendo una rata de peso 250-300 g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 17.5 cm. aproximadamente (K), disefiaron una prueba de 100 cm. de diametro y
21 cm. de alto.

Entonces, para un conejo de 3800-4000g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 48 cm. aproximadamente (k1), se disefi6 la prueba con 268.8 cm. de didmetro y

57.6 cm. de alto.

273.6 cm.=5.7 k1
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57.6 cm.=1.

2k1

21

cm.=1.2k

Disefio final de la prueba BBB
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Proceso de adaptacion, conejo reconociendo la prueba

Evaluacion clinica del conejo, 3 observadores

PRUEBA DE CAMPO ABIERTO: %%
DISENO DE LA PRUEBA

Se ha considerado el trabajo original de Laviola G, Renna G, Bignami G y Cuomo V. en
1988, para extrapolar las dimensiones de la prueba a un conejo.

Teniendo una rata de peso 250-350 g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 17.5 cm. aproximadamente (K), disefiaron una prueba de 60 x 60 cm. hecha de
Plexiglas negro, con la parte inferior verde clara subdividida por las lineas negras en 25
campos de 12 x 12 cm.

Entonces, para un conejo de 3800-4000g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 48 cm. aproximadamente (k1), se disefi6 una prueba de 165 x 165 cm. hecha de
madera pintada de blanco (el color blanco dismuye el estrés del animal), con la parte

inferior subdividida por las lineas blancas en 25 campos de 33 x 33 cm.

33 ¢m.=0.68k1
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12 em.=0.68 k

L] L] L] L] L]
3 . . = . L ] L] L L] L]
- - - - - - - ' . -

] - ] L] ]
. L . L . - L] i L] L]
60 cm.=3.4 k . » * . b

165 cm.=3.4 k1

Disefio final de la prueba de campo abierto
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Proceso de adaptacion, conejo reconociendo la prueba

Evaluacion clinica del conejo, 2 observadores
PRUEBA DE PLANO INCLINADO: %!
DISENO DE LA PRUEBA

Se ha considerado el trabajo original de Rivlin A.S. y Tator C.H. en 1977, para
extrapolar las dimensiones de la prueba a un conejo.
Teniendo una rata de peso 350-400 g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 18 cm. aproximadamente (K), disefiaron la prueba con un tablero moévil de 134
x 42 cm. Se debe enfatizar la importancia del ancho en este tablero para el soporte del
animal asi como la distancia hacia el suelo al caer, por ello se mantiene contaste la
longitud del tablero.
Entonces, para un conejo de 3800-4000g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 48 cm. aproximadamente (k1), se disefio la prueba con un tablero mévil de 134

x 110 cm.

32em.=1.7k
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134 cm.

86 cm.=1.7 k1

Disefio final del test del plano inclinado
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Evaluacion del conejo, 2 observadores

TEST DE LEVANTAMIENTO (MEDIDA POSTURAL): 202203
DISENO DE LA PRUEBA

Se ha considerado el trabajo original Shumsky, J.S., Tobias, C.A., Tumolo, M., Long,
W.D., Giszter, S.F. y Murray, M. 2003, para extrapolar las dimensiones de la prueba a
un conejo.

Teniendo una rata de peso 200-250g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 15.5 cm. aproximadamente (K), disefiaron la prueba con un cilindro de
plexiglas de 17.8 cm. de diametro y 35.5 cm. de alto.

Entonces, para un conejo de 3800-4000g con una longitud cabeza-tronco (medida sin la
cola) de 48 cm. aproximadamente (K1), se disefio la prueba con un cilindro de vidrio de

base hexagonal de 52.8 cm. de didmetro (lado de hexagono 26.4cm) y 110 cm. de alto.

52.8 ecm.=1.1k1
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35.5 cm.

=2.3k

110 cm.=2.

3kl
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Disefio final de la prueba de levantamiento

Evaluacion del conejo, 2 observadores
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Se aprecia levantamiento sobre patas traseras “tipo 3”, los animales se alzan y extenden

el tronco con los miembros posteriores doblados.

ANEXO N °15
EVALUACION RADIOLOGICA PARA APLICACION DE ENZIMA

M9 M wav
HCEMSOW s
I PSAC 6 20818 0ct 17
PRUEBH 1§ . 637. 169312
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A B

Resonancia magnética del conejo después de 60 dias de inducida la lesion (A)

Incidencia sagital T1. (B) Incidencia coronal T1.Se aprecia las zonas de lesion (flechas).

V: Volumen
b: area de la base

H: altura

Formula matematica para determinar volumen de imagen conica.
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Determinacion de area de base y altura a través del software analizador de imagen

(JMicroVision Version 1.2.7). Se considerd la calibracion de 1pix = 0,045mm.

Considerando las dimensiones tomadas a través del software analizador de imagen, se
tiene:

Volumen: 1/3 (31,663mm?) (3,604mm): 38,0378 mm’

RAZONAMIENTO: Bajo la premisa de que la densidad media del cerebro es 1040
kg/m’, se puede aproximar que el volumen de cicatriz glial de 38,0378 mm’
corresponde a 39,5593 mg de cicatriz glial.

Concluimos entonces que en este animal con lesion medular de 2 meses, tomado
aleatoriamente para la resonancia magnética tiene una cicatriz glial que corresponde en
peso a 40 mg aprox. Este dato es de suma importancia para perfilar los anélisis
bioquimicos y precisar la cantidad de pancreatina necesaria para el mayor porcentaje de

degradacion.
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ANEXO N °16

METODO DE FIJACION Y PERFUSION TRANSCARDIACA
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Materiales: Ay B) Soporte metalico, suero fisiologico, fijador (15 % paraformaldehido
en buffer fosfato 0.1 M), equipo de venoclisis y guantes. C) Ketamina y xilazina D)

Equipo de diseccion.




Aplicacion de pancreatina en modelo de lesion medular experimental como medio de regeneracion neuronal.

Roberto Jess Chavez Asmat

Procedimiento: A) Anestesiado el conejo con ketamina y xilazina a dosis de 35 mg/kg
y 5 mg/kg respectivamente. B) Se realizo una incision por linea media. C) Se hizo un
corte a lo largo del esternon de aprox. 8 cm largo, se expuso el esternon. Se utilizo
tijeras agudas para cortar el diafragma lateralmente en ambos lados y también en
direccion ceféalica a través de costillas y en paralelo a los pulmones. Se visualiz6 la aorta
ascendente y se coloco directamente un catéter 18 G (técnica modificada a la
tradicional que ingresa por ventriculo izquierdo) no es necesario colocar forceps. Se
perfunde NaCl 0,9% en volumen de 500 ml seguido del fijador (15 % paraformaldehido
en buffer fosfato 0.1 M) en volumen 500 ml a una presion de perfusion de 120 cm H20.
D) Se realizd una incision en circulacion suprahepatica para controlar el volumen
sanguineo de retorno. Se prefundid hasta observar la rigidez corporal. Se extrajo

posteriormente la médula espinal de manera rapida por abordaje posterior.

ANEXO N °17

EVALUACION HISTOLOGICA DE REGENERACION NEURONAL
DETERMINACION DE CAVIDADES (PORCENTAJE): GRUPO CONTROL
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DETERMINACION DE CAVIDADES (PORCENTAJE): GRUPO ENZIMA
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PRESENCIA DE TEJIDO CONECTIVO (PORCENTAJE): GRUPO CONTROL
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Se toma 10 campos, cada campo se dividié en 99 cuadrados de 0,25mm?®. Se contabilizd
el nimero de cuadrados ocupados con tejido conectivo (color verde) y se determind la
proporcion de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol:
Campo2:
Campo3:
Campo4:
Campo5:
Campob:
Campo7:
Campo8:
Campo9:

70/99
59/99
85/99
63/99
84/99
66/99
84/99
76/99
60//99

Campo10: 53/99

Suma de campos 700/990x100=70,70%
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PRESENCIA DE TEJIDO CONECTIVO (PORCENTAJE): GRUPO ENZIMA

JMicroVision v1.27 BEIE]

X : s
Image : |current operation b ]

uDlsulavl % Lensl | Mu\thlewl

x?'
H H

Zoom ; 100%

+ [#] Main Image

; Thumbnail

b [ Lens

[ Seale {Calibration)

1D Measurement
2D Measurement

4 E 1D Measurement ~ »

Selected Drawing

Parameter Value
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All Drawings

s ro¥ision w1, 27

Se peg6 en la superficie de la pantalla una mica de 28x18cm con 99 casilleros de 2cmt

de lado.
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Se toma 10 campos, cada campo se dividié en 99 cuadrados de 0,25mm?®. Se contabilizd
el nimero de cuadrados ocupados con tejido conectivo (color verde) y se determind la
proporcion de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol:
Campo2:
Campo3:
Campo4:
Campo5:
Campob:
Campo7:
Campo8:
Campo9:

25/99
32/99
40/99
57/99
18/99
26/99
47/99
86/99
22//99

Campo10: 19/99

Suma de campos372/990x100=37,57%

DETERMINACION DE MIELINA (PORCENTAJE): GRUPO CONTROL
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Se toma 10 campos, cada campo se dividio en 99 cuadrados de 0,25mm?. Se contabilizo
el nimero de cuadrados ocupados con mielina (color azul) y se determiné la proporcion
de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol: 6/99
Campo2: 5/99
Campo3: 0/99
Campo4: 24/99
Campo5: 5/99
Campob6: 4/99
Campo7: 0/99
Campo8: 20/99
Campo9: 13//99
Campo10: 21/99

Suma de campos 98/990x100=9,89%
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DETERMINACION DE MIELINA (PORCENTAJE): GRUPO ENZIMA

o IMicraVision v1.27
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Se pegd en la superficie de la pantalla una mica de 28x18cm con 99 casilleros de 2cmt
de lado.
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Se toma 10 campos, cada campo se dividié en 99 cuadrados de 0,25mm?. Se contabilizd
el numero de cuadrados ocupados con mielina (color azul) y se determind la proporcion
de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol: 0/99
Campo2: 0/99
Campo3: 6/99
Campo4: 4/99
Campo5: 0/99
Campo6: 0/99
Campo7: 0/99
Campo8: 0/99
Campo9: 0/99
Campo10: 0/99

Suma de campos 10/990x100=1,01%
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DETERMINACION DE ASTROCITOS (PORCENTAJE): GRUPO CONTROL

JMicroVision v1.27

File Options Windows Help

File Project ? @
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Se pego6 en la superficie de la pantalla una mica de 28x18cm con 99 casilleros de 2cmt
de lado.
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Se toma 10 campos, cada campo se dividié en 99 cuadrados de 0,25mm?. Se contabilizd
el nimero de cuadrados ocupados de astrocitos (color marrén oscuro brillante) y se
determind la proporcion de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol: 9/99
Campo2: 7/99
Campo3: 14/99
Campo4: 10/99
Campo5: 7/99
Campob6: 6/99
Campo7: 12/99
Campo8: 13/99
Campo9: 11/99
Campo10: 11/99

Suma de campos 100/990x100=10,10%
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DETERMINACION DE ASTROCITOS (PORCENTAJE): GRUPO ENZIMA

IMicroVision v1.27 [BEE
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Se pego6 en la superficie de la pantalla una mica de 28x18cm con 99 casilleros de 2cmt
de lado.
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Se toma 10 campos, cada campo se dividié en 99 cuadrados de 0,25mm?. Se contabilizd
el nimero de cuadrados ocupados de astrocitos (color marrén oscuro brillante) y se
determind la proporcion de cuadrados ocupados/total de cuadrados.

Campol:
Campo2:
Campo3:
Campo4:
Campo5:
Campob:
Campo7:
Campo8:
Campo9:
Campo10: 13/99

16/99
29/99
22/99
25/99
12/99
6/99

15/99
25/99
21/99

Suma de campos 184/990x100=18,58%
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ANEXO N °18

METODO DE INDUCCION DE LESION MEDULAR EXPERIMENTAL
(METODO DE HASHIMOTO)

COMPARACION PRE Y POST LESION MEDULAR.

PRUEBA PRE LESION  POST LESION P
“IMESES”

(Medﬁj;[;.m) 20,05+-1.42 8.10+45 38 0,005

(Mgd}i"ﬂhfﬁ@) 4 BT+-0,21 2.80+4-1.03 0,005

%ﬁ?ﬁ:?&g“ 44 434/-16,33 5 004+/42 46 0,005

P(l‘;j;’m’;fﬁfg“ 61,00+/-3,16 44 506,85 0,005

IEEEE?:?SIE“)U 1,9+/-2,23 0,00+4-0,00 0,017

DE: Deswacion estandar. * Prueba Wikozon
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ANEXO N °19

FORMACION DE GRUPOS

COMPARACION CLINICA BASAL ENTRE GRUPO CONTROL Y ENZIMA

PRUEBA GRUPO GRUPO pe
CONTROL FNZIMA

(MedBi:fi-?-DE) 8 80+-5,26 7 40+/-6,02 0,543

,:MEE:;I'}BE} 2,50+-1,00 2,80+4-1,00 1,000

Canop o abierto

(Media+/-DE) 4 00+4-2 41 5.10+4270 0,841
Planw inclodo
(Mediat/-DE) 43,0047 58 46, 0HF-6,52 0,544
Levantamdeldo
(Mediat/-DE) 0,00+-0,00 0,00+40.00 1,000

DE: Desviaciin estandar. * Prueba U de Mamn - Whimey
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ANEXO N °20

EVALUACION CLINICA DE REGENERACION NEURONAL

PUNTAJE DE PRUEBA BBB SEGUN DIA DE EVALUACION

—e— Grupo control

—=— Grupo enzima

Puntaje BBB

Dia 0 (p=0,548) dia 7 (p=0,690) dia 14 (p=0,421) y dia 21 (p=0,548) Prueba U de Mann - Whitney

PUNTAJE DE PRUEBA TARLOV SEGUN DIiA DE EVALUACION

—e— Grupo control

—=— Grupo enzima

Prueba TARLOV

Dia 0 (p=1,000) dia 7 (p=1,000) dia 14 (p=1,000) y dia 21 (p=0,548) Prueba U de Mann - Whitney
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PUNTAJE DE PRUEBA DE CAMPO SEGUN DIiA DE EVALUACION

—e— Grupo control

—=— Grupo enzima

Prueba de campo

Dia 0 (p=0,841) dia 7 (p=1,000) dia 14 (p=0,841) y dia 21 (p=1,000) Prueba U de Mann - Whitney

PUNTAJE DE PRUEBA PLANO INCLINADO SEGUN DIA DE EVALUACION

—e— Grupo control

—=— Grupo enzima

Prueba plano inclinado

Dia 0 (p=0,548) dia 7 (p=0,151) dia 14 (p=1,000) y dia 21 (p=0,421) Prueba U de Mann - Whitney
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ANEXO N °21

EVALUACION HISTOPATOLOGICA DE REGENERACION NEURONAL

COMPARACION HISTOPATOLOGICA ENTRE GRUPO CONTROL Y

ENZIMA
HISTOPATOLOGIA  GRUPO GRUPO P*
CONTROL ENZIMA
Formacion de 104,38 +-36,37  52.60+/-26.50 0,008
cavidades min?
(Media+/-DE)
Formacion de 2005 763 0,042
cavidales
(¥e)
Contenido de tejido
Conactive () 49.35 41,53 0,222
.. ] - - ':'
Aven mielmizada (%) 550 3 4 1,000
Presencia de 1513 17,63 0.421
astrocuos
(%)

DE: Desacion estandar, * Prueba &7 de Mann-Whitney
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ANEXO N °22
REGENERACION NEURONAL

(A) Imagen sagital de médula espinal normal de conejo Nueva Zelandia nivel toraxica
12, se distingue con claridad sustancia gris y blanca. Tincién de Reumond x 12,5.

(B, D, F, H e J) Zona de cicatriz glial, imagen sagital de médula espinal nivel toraxica
12 del grupo control, se aprecia ninguna o poca axonogénesis. Tincion de Reumond x
12,5.

(C, E, G, 1 y K) Zona de cicatriz glial, imagen sagital de médula espinal nivel toraxica
12 del grupo enzima, se aprecia axonogénesis desde las zonas distales y proximales a la
lesion. Incluso presencia de neuromas arrosariados en imagen | (circulo). Tincién de

Reumond x 12,5.
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