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RESUMEN
La presente investigacidn tuvo por objeto explorar la sinergia potencial de asociar el injerto de
bulbo olfatorio (terapia celular) a la administracién sistémica de farmacos (Paclitaxel,
Ambroxol y Colchicina) y estudiar al polietilenglicol topico como terapia Unica, en un modelo
de lesién medular aguda (contusién y seccion completa) en ratdn. El objetivo central de
evaluacién se centré en la recuperaciéon motora medida por escalas ya validadas en roedor
(BBB y Tarlov). Se sometieron 9 grupos, de 10 animales en cada uno, a laminectomia a nivel T-
10: un grupo Sham sin lesién, 2 grupos controles con lesidon (contusién y seccién
respectivamente) y 6 grupos con lesién y tratamiento con diferentes asociaciones
terapéuticas. Los resultados de todos los grupos de tratamiento mostraron superioridad en
recuperacién motriz con ambas escalas de manera significativa en comparaciéon a los
controles (p< 0.01). Dentro de los grupos de tratamiento la asociacion de injerto de bulbo
olfatorio y triple farmaco (TBO-TAC) tuvo la maxima recuperacién motriz a las 12 semanas,
con diferencia significativa (p<0.05) respecto de los otros grupos tratados. El estudio
histolégico de las médulas, por microscopia fotdnica y electrénica, reveld una mejor
preservacidon neuronal, menor grado de gliosis, mayor numero de neuritas cruzando el sitio
lesionado y mayor grado de mielinizacidn en todos los grupos con tratamiento, siendo mas
evidente en el grupo que asocié el implante de bulbo olfatorio y triple farmaco. Podemos
afirmar que la sinergia demostrada, con un grado muy importante de recuperacién motriz que
alcanzé casi el 75% de la motricidad normal basal previo a la lesiéon (BBB de 16.5 de 21),

representa una prometedora terapéutica que merece ser trasladada a estudios clinicos Fase I.

Palabras clave: sinergia, lesién medular, terapéutica, Taxol, Ambroxol, Colchicina,

recuperacién motora, bulbo olfatorio
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ABSTRACT
This research had the purpose to explore the potential synergy of the association of an
olfactory bulb graft (cellular therapy) with systemic drugs as Paclitaxel, Ambroxol and
colchicine, and topical polyethylene glycol as a unique therapeutic approach, on a mouse
model of spinal cord injury. The goal was to evaluate the motor recovery with the widely
validated BBB and Tarlov scales. Nine groups, ten mice each, got a T-10 laminectomy: the
Sham group without injury, 2 control groups (injured with contusion and section respectively),
and 6 groups with injury and different therapeutic combinations were compared. All the
treatment groups showed higher significant grade of motor recovery in comparison to
controls (p<0.01). In the treatment groups, that with the association of bulb graft and three
drugs (TBO-TAC), show the highest motor recovery at 12 week post injury with a mean of
16.5 on BBB scale and was significant against the other treatments (p<=0.05). The histological
exams of all the spines with photonic and electronic microscopy were done at 12" week post
injury. Both revealed a higher number of preserved neurons, fewer grade of reactive gliosis,
higher number of neurites crossing the injured site, and also a higher grade of myelinization in
all the treatment groups over the controls, but it was more evident on the TBO-TAC group.
We can assure that the synergy shown, with a great motor recovery almost of 75 % respect to
basal (BBB 16.5 of 21), represents a clear and promissory therapeutic that deserves

translation to Phase | clinical trials.

Key words: synergy, spinal cord injury, therapy, Taxol, Ambroxol, colchicine, motor recovery,

olfactory bulb
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l. INTRODUCCION

La seccidn traumatica de la médula espinal es un problema de salud publica mundial por su
alta incidencia, su irreversibilidad es alta, con secuelas permanentes de paraplejia o
cuadriplejia en el 99% de los casos de seccidn completa y de 60 a 70% en los casos de seccion
parcial. Su prevalencia es creciente y de alto costo e impacto a la calidad de vida de las
personas. En Meéxico, segun datos del Instituto Nacional de Rehabilitacién, se tienen
aproximadamente 18.1 casos por milldn de habitantes, entre edades de 16 a 35 afios con
mayor frecuencia (Estrada et al., 2007), siendo los accidentes vehiculares (37%), los actos
violentos (28%), las caidas (21%) y los accidentes deportivos (6%) sus causas comunes.

El tratamiento clinico actual es pobre en resultados, se reduce al manejo quirlrgico
ortopédico descompresivo y al uso de farmacos, como esteroides para disminuir la lesidén
secundaria por inflamacién e isquemia, sin embargo desde hace 4 décadas se ha producido
investigacidon bdsica en el proceso de reconexién funcional de la médula lesionada, con
innumerables trabajos experimentales utilizando diversos enfoques, cuyos resultados, aunque
alentadores, no han representado un gran impacto en el traslado al ambito clinico. Una de las
razones basicas de ello, es la busqueda generalmente Unica de medidas que impacten en la
mejoria de la lesiédn medular, la cual sabemos hoy, tiene diferentes facetas en su
fisiopatologia, por lo que utilizar medidas terapéuticas simultdneas, enfocadas a corregir
todas estas causas fisiopatoldgicas, se requieren para lograr un resultado de recuperacién
significativo y que prontamente pueda migrar a su aplicacion clinica. Esta es la idea central del

presente trabajo.

13



2. MARCO TEORICO

2.1.1 Antecedentes histdricos

Desde la publicacion de Santiago Ramdn y Cajal (1913), que incluye sus investigaciones sobre
la degeneracion y regeneracion del sistema nervioso y resume investigaciones anteriores de
Eichorst, Nagoette, Lugaro, entre otros de finales del siglo XIX, se aceptd como dogma que la
lesion axonal en neuronas centrales encefdlicas o medulares terminaba en un infructuoso
intento de regeneracién con la consecuente pérdida funcional permanente, en cambio, la
lesidn axonal de neuronas periféricas podia tener éxito en su regeneracién y recuperacion

funcional.

2.1.2 Situacién actual en el conocimiento de la lesidn medular

En las Ultimas 4 décadas se han producido avances e investigaciones que promisoriamente
podrian cambiar postura dogmatica de que la lesion medular es irreversible y poco
recuperable y lograr el proceso de regeneracién axonal y recuperacién funcional en neuronas
centrales, lo que tendria gran impacto clinico al hablar de las lesiones medulares (David y
Aguayo, 1981; Fawcett, 2018; De Brot, 2018; Hill, 2017; Hilton y Bradke, 2017; Gomes et al.,
2016; Li et al., 2018; Lin et al., 2018).

Desde hace 20 afios se inicid en forma experimental el uso de terapia celular, con
resultados prometedores pero inciertos (Ramon-Cueto et al., 2000; Dell-Anno y Strittmatter,
2017; He y Jin, 2016), desde 1994 hasta el 2011 en una revisién de todos los trabajos (Ramon-
Cueto, 2011) utilizando células de glia envolvente olfatoria con variedades diversas de tomay
aplicacion, que van desde el trasplante de bulbo olfatorio completo, hasta la purificacién de
subvariedades de células de glia de la mucosa nasal, o region periférica del bulbo. Incluyeron
trabajos experimentales en animales y algunos clinicos fase Il que conjuntan mas de 100, con
algo mas de 1300 pacientes con resultados variables y parciales. Esto ha dado lugar a la
busqueda de terapias farmacolégicas alternativas para estimular la posible regeneracion
axonal, ya que se han dilucidado en parte los mecanismos intrinsecos que impiden la

regeneracién axonal de neuronas centrales (Blanquie y Bradke, 2018; Chandran et al., 2016;
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Meghon, 2017) y algunas alternativas para revertir dichos mecanismos, reprogramando la
actividad neuronal para la regeneracion. Los farmacos involucrados son Paclitaxel (Taxol),
Epotilon D y B, Colchicina y Ambroxol (Dubey et al., 2018; Chandran et al., 2016; Pease-Raissi
et al., 2017; Vanhatalo et al., 1998). Estos farmacos se han evaluado de manera individual en
modelos de lesion axonal Unica de metazoarios como Caenorhabditis elegans, en modelos in
vitro de cultivos neuronales y en modelos de roedor de lesién de nervio dptico, asi como de
seccion de médula espinal, con resultados alentadores (Colburn y Deleo, 1999; Cougnon-
Aptel et al., 1999; Curcio y Bradke, 2018; Steward y Willenberg, 2017; Mahor, 2013; Valakh et
al., 2015; Yang et al., 2014; Zhang et al., 2018); pero no existen trabajos con la combinacion
de ellos. Ademas, estos trabajos se centran fundamentalmente en evidenciar proliferacién
morfoldgica, no teniendo muchos de ellos una evaluaciéon de la recuperacién funcional
sensorio-motriz del animal. Algunos trabajos experimentales en rata, con seccion medular, y
aplicacion local de polietilenglicol, han mostrado interesantes resultados de regeneracién
axonal y recuperacién motriz, (Borgens y Blight, 1999; Borgens y Shi, 2000), atribuyendo su
accién a una rapida reparacién molecular de las membranas nerviosas o a una posible

proteccion y estabilizacién de las mitocondrias en los axones lesionados (Chen et al., 2009).

2.2 Lesiéon medular

La seccidn traumatica de la médula espinal es un problema de salud publica mundial por su
alta incidencia, entre 8 y 24 casos por milléon de habitantes en México (Estrada Mondaca et al.,
2007) y en Latinoamérica, el manejo clinico actual es limitado y con resultados pobres en
recuperacioén de la funcién.

El tratamiento clinico actual se reduce al manejo quirdrgico ortopédico descompresivo
y al uso de fdrmacos, como esteroides (metilprednisolona), para disminuir la lesién secundaria
por inflamacidn e isquemia (Quinzafios-Fresnedo y Sahagun-Olmos, 2015). En una revisién
reciente (Badhiwala, 2019) se enlistan las guias clinicas de manejo recomendadas por la ASIA

(American Spine Injury Asociattion) que a grandes rasgos, se enumeran: soporte vital,
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descompresidn quirdrgica temprana (< 24 h), metilprednisolona, tromboprofilaxis, resonancia

nuclear magnética y rehabilitacion (Tabla 1).

Tabla 1. Guias clinicas ASIA de manejo de la lesién aguda de la médula espinal

Recomendacién Calidad de evidencia Fuerza de recomendacion
Descompresion quirtrgica baja débil
Uso de metilprednisolona moderada débil
Tromboprofilaxis con anticoagulacién baja débil
Resonancia nuclear magnética basal baja débil
Rehabilitacion baja débil

Tomado de Badhiwala, 2019.

Cabe mencionar que dichas guias clinicas se catalogan con bajo grado de evidencia y
bajo nivel de recomendacién, posiblemente debido a que los estudios donde se fundamentan
incluyen un conjunto de pacientes muy variados en condiciones fisioldgicas previas como
edad, y grado de afectacion neuroldgica valorado con la escala ASIA que va desde la A: lesidn
medular completa, B: lesion medular incompleta motora, C: lesién medular incompleta
sensorial, D: lesién medular incompleta sensorial con fuerza muscular > 3 y E: sin lesién
(Marino et al., 2003).

En esta misma revision se explican diferentes intentos de neuroproteccién en la lesién
medular aguda a base de factores de crecimiento como el de hepatocitos, fdrmacos como
gliburida, biomateriales como hialuranato y adhesivo de fibrina, asi como diversas terapias
celulares como células madre neurdgenas, mesenquimales, y otras, de lo cual se estan
llevando a cabo estudio preclinicos fase Il con N de 10 a 30 individuos en promedio y en

distintos centros (Tabla 2).
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Tabla 2. Ensayos clinicos fase 1/11 de neuroproteccién en lesion medular aguda

Target Primary
Trial Sponsor N Eligibility Criteria Intervention Control Outcome Secondary Outcomes
SCING (gly- Ohio State 10 Age 18-80 yrs; AIS DiaBeta PO 1.25 mg None AEsover 1yr  None
buride) Univer- grade A, B, or C; then 0.625 mg q 6
sity neurological level hrs x11 doses
btwn C2 & C8; able
to receive drug w/in
8 hrs of injury
KP-10 Kringle 48 Age 18-75yrs; modi-  HGF intrathecal 0.6 Placebo at 72 hrs;  AEs over 24 P-100 concentration
oIT Pharma fied Frankel grade A,  mg at 72 hrs; repeat repeat wkly x5 wks; ASIA in plasma & CSF at
(HGF) Inc. B1, or B2; neurologi- wkly x5 motor score 6 wks; ASIA motor
cal level below C3 at 24 wks score at 12 wks; ASIA
sensory score at 24
wks; modified Frankel
scale at 24 wks
G-CSF TehranUni- 120  Age 18-60 yrs; AIS G-CSF300mgonce  Normal saline x7  ASIA motor SCIM-1Il & IANR-
versity of grade B, C, or D; daily x7 days days & sensory SCIFRS at 6 mos;
Medical injury more than 6 scores at 6 AEsupto1yr
Sciences mos prior mos
CSF Drain- St Joseph’'s 60 Age 18-75yrs; AIS CSF drainage by Lumbar drainw/o  Intrathecal AIS grade at 180 days;
agein Hospital grade A, B, or lumbar drain (target CSF drainage pressure at ASIA sensory score
Acute and C; neurological ITP 10 mm Hg) & & maintenance 5days; ASIA  at 180 days; SCIM
SCl1 Medical level btwn C4 & C8; elevation of MAP of MAP (target motor score at 180 days; pain
Center injury less than 24 (target MAP 100-110 MAP 85-90 mm  at 180 days numeric rating scale
hrs prior mm Hg) x5 days Hg) x5 days at 180 days
AST-OPC1 Asterias 35 Age 18-69 yrs; AIS AST-OPC1s—dose None AEs over 1yr  Upper-extremity
Biothera- grade Aor B; neuro-  escalation across ISNCSCI motor score
peutics logical level btwn C4  patients w/ 2, 10, or at1yr
Inc. & C7; able toreceive 20 million cells
cells btwn 21 & 42
days after SCI
NSI-566  Neuralstem 8 Age 18-65 yrs; AlS Human spinal cord—-de- None AEs over 6 Graft survival on MRI &
Inc. grade A; neurologi- rived NSC (NSI-566) mos potential autopsy at
cal level btwn C5 & transplant 60 mos; EMG, SCIM,
C7 or T2 & T12; able ISNCSCI at 60 mos
to receive cells btwn
1 & 2 yrs after SCI
Safety of The Miami 10  Age 18-65 yrs; AIS Autologous human None ISNCSClat6  SCIM-IIl, SCl-functional
Project grade A, B, or C; sural nerve Schwann mos; MRI at index computer adap-
ahSC in to Cure neurological level cell transplant 6 mos; neu- tive testing, walk test,
Chronic Paraysis btwn C5 & T12; at ropathic pain ~ MEP, SSEP, & others
SCI1 least 1 yr since inventory at at 6 mos
injury 6 mos
CELLTOP  Allan Dietz 10  Age >18 yrs; AIS grade 100 million intrathecal ~ None AEs over 4 wks CBC, CRP, Cr, BUN, &
(adipose A or B; SCI btwn 2 autologous, adipose- blood electrolytes at
wks & 1 yr prior derived MSCs 4 wks; AEs over 48
stem
cells for wks; AIS grade at 96
scl) wks; SSEP & MEP at
96 wks
Stem Cell Neurogen 500 Age 1-65yrs Intrathecal autolo- No intervention Clinical symp-  FIM at 6 mos
Therapy Brain and gous bone marrow toms at 6
in SCI Spine mononuclear cell mos
Institute transplant

AE = adverse event; ahSC = adult human Schwann cells; BUN = blood urea nitrogen; CBC = complete blood count; Cr = creatinine; CRP = C-reactive protein; EMG =

electromyography; IANR-SCIFRS = International Association of Neurorestoratology Spinal Cord Injury Functional Rating Scale; ISNCSCI = International Standards for
Neurological Classification of Spinal Cord Injury; ITP = intrathecal pressure; MAP = mean arterial pressure; MEP = motor evoked potential testing; PO = by mouth; g =
every; SSEP = somatosensory evoked potential testing.

(Badhiwala, 2019)
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2.2. Mecanismos asociados a la regeneracién axonal en lesién medular
Las descripciones de Cajal estan fundamentadas en el aspecto histolégico evolutivo de las
lesiones medulares, en la formacién de botones de regeneracidon y en la recuperacidon de
continuidad guiada a través de las vainas de mielina distales a la lesidn axonal, con la
reconexion funcional parcial en neuronas periféricas. Desde las descripciones de Cajal, esta
capacidad de reconexidn funcional parcial se atribuyd fundamentalmente al influjo que las
células de Shwann ejercian en dicho trofismo (Burda et al., 2014 y 2017; Haggerty et al.,
2017). Asi, la ausencia de estas células en el sistema nervioso central se relaciond con la
imposibilidad de regeneracién. Las investigaciones actuales reconocen en el influjo de
regeneracién el papel fundamental de las células de la neuroglia, como las células de Shwann,
oligodendrocitos y astrocitos (Madison et al., 2009). Otras muchas investigaciones han
resaltado el papel fundamental que tienen los mecanismos intraneuronales “adormecidos” en
las neuronas adultas, susceptibles de activarse en el soma por influjo retrégrado y
anterogrado al sitio de la seccidn axonal (Cioni et al., 2018; Ferguson, 2018; Goldner y Yaron,
2017; Ji, 2014; Mahar y Cavalli, 2018; Mahor, 2016). La elongacién distal de la neurita axonal
lesionada, hasta alcanzar un tejido blanco postsinaptico, es conocida como “programa de
crecimiento axonal”. Una revision realizada por He y lJin (2016) recopila y expone varios
trabajos sobre estos “programas de crecimiento axonal”. Los trabajos recopilados refieren
gue la regeneracién neuronal estd acompafiada por la expresion diferencial de ciertas
proteinas que regulan las interacciones celulares entre la membrana y el citoesqueleto. Por
ejemplo, ante una lesidn axonal ocurre la disminucidn en la expresion de genes de
funcionalidad neuronal que codifican para componentes como receptores, canales idnicos y
neurotransmisores. También ocurre la sobreexpresidén de genes de “crecimiento” y elongacion
axonal a través de factores transcripcionales como ATF3, HIF-1 alfa, c-Jun, Sox11 y STAT3;
mientras que la expresion de genes para la sintesis y el armado de microtubulos y filamentos
intermedios se mantiene constante. Igualmente, ocurre el aumento de AMPc, arginasal GAP-
43, CAP-23 y componentes del citoesqueleto, como tubulinas y actina (Ji y Jaffrey, 2014; Scott-
Solomon y Kuruvilla, 2018; Rama et al., 2018; Li et al., 2016; Maor-Nof et al., 2011 y 2016). De

manera simple se ha descrito que la regeneracion axonal esta determinada por la formacion
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de un cono de crecimiento axonal, el cual sélo se da mediante un arreglo dindmico de los
microtubulos y filamentos intermedios en el cabo seccionado. En cambio, la aparicién de un
bulbo de retraccién, con desarreglo de estas estructuras citoesqueléticas, es el proceso que
impide la regeneracidn en las neuronas centrales. Este concepto ha llevado al desarrollo de la
terapia farmacolégica con medicamentos que influyen en el armado y arreglo microtubular,
como Epotiléon B y D, Paclitaxel, Colchicina, Amiblastina y otros (Blanquie y Bradke, 2018;
Dubey et al., 2018; Park y Roll-Mecak, 2018; Ramadan et al., 2017; Ruschel y Bradke, 2018;
Sandner, 2018; Bixby et al., 2015; Sengottuvel et al., 2011). Los trabajos previamente citados
(Tabla 3), tanto de mecanismos neuronales de respuesta de regeneracion, vias se sefializacion,
asi como factores modificantes, farmacos, sustancias del microambiente e interacciones
celulares, han sido obtenidos por estudios in vitro, de caracteristicas variadas, siendo los

ensayos de crecimiento de neuritas los mas relevantes (Al-Ali et al., 2017).

Tabla 3. Modelos in vitro de regeneracion axonal

Tipo de utilidad

Regeneracion axonal
%k k%

1. Modelos en células

A. Cultivos celulares de baja densidad
1. Ensayo de crecimiento de neuritas
2. Ensayo de retraccion de neuritas
3. Ensayo de listones Efecto farmaco
4. Ensayo de manchas ks

B. Cultivos celulares de alta densidad

* ¥

1. Ensayo de rasgado
2. Ensayo radial
3. camaras de flujo
4. Co- cultivos neuronales-gliales
2. Explantes / modelos organotipicos
1. DRG (ganglios de raiz dorsal) explantes
2. Retino explantes
3. Cultivos de rebanadas de cerebro o espinales

Regeneracion axonal
Neurotrofia
Neurotrofia
Neurotrofia

Condicionamiento
Efecto farmaco
Plasticidad
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2.3 Modalidades terapéuticas potenciales para la lesién medular

Se ha definido como un blanco terapeutico el influir en la modulacién del proceso de arreglo
estructural de microtubulos y de filamentos de actina para generar botones de regeneracién
en axones lesionados. De estos trabajos, se ha concluido la utilidad de manipulacién
farmacoldgica temprana con farmacos como Placitaxel (Taxol, estabilizador de microtubulos),
Epotilon D (estabilizador de microtubulos) y Colchicina (interviene modulando la interaccién
de filamentos de actina, aunque pudiese tener accién de modulacidn antiinflamatoria y de
liberacion de citocinas en sitio de lesién y perilesional) (Blanquie y Bradke, 2018; Gumy vy
Hoogenraad, 2018; Hao et al., 2018; He y Jin, 2016; Nirschl et al., 2017). Es interesante sefialar
gue Paclitaxel (Taxol) es utilizado como quimioterdpico y que a dosis altas produce una lesiéon
neuronal con neuropatia clinica debido a que propicia la degeneracién axonal al inhibir la
formacidn de la proteina antiapoptética Bclw; el dominio BH4 de Bclw interactia con IP3R1
axonal y restringe la degeneracién axonal inducida por Taxol (Pease-Raissi et al., 2017). Sin
embargo, a dosis bajas de Taxol se ha demostrado que propicia el surgimiento de botones de
regeneraciéon (Tedeschi y Bradke, 2017; Tang y lJin, 2018), por su accién estabilizadora de
microtubulos; acciéon debida a su unién con tubulina  y su afinidad por las proteinas Tau
(estabilizadoras de microtubulos) (Tracy y Gan, 2018).

Los avances en la biologia molecular han permitido se definan los mecanismos o
“programas de regeneracién axonal” en neuronas periféricas, generando redes de los genes
expresados y las vias metabdlicas y de senalizacidon involucradas en el proceso de
regeneracién axonal. Esto llevd al analisis bioinformatico de la activacién de dichas redes, a su
comprobaciéon experimental y a su traspolacion a neuronas centrales por estimulos
farmacolégicos, también deducidos por bioinformatica. En esta investigacidn, se encontré que
el uso de Ambroxol podria ser el detonante de la sobreexpresién de la mayoria de los genes
de las redes de “regeneracidon” involucradas. En este mismo trabajo, se llevd a la
experimentacion con este agente en un modelo in vitro y en un modelo de seccién de nervio
Optico en roedor, demostrandose efectivamente la regeneracién y elongacién axonal

(Chandran et al., 2016; Scott-Solomon y Kuruvilla, 2018; Simon et al., 2016; Sofroniew, 2017).
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Asimismo, se han reportado extensos trabajos describiendo la respuesta celular al
dafio de neuronas centrales (Burda y Sofroniew, 2014), de los cuales se pueden identificar
posibles factores tréficos a ser manipulados con fines terapéuticos. Tal es el caso del factor
neurotréfico derivado de la glia (GDNF) (Scott-Solomon y Kuruvilla, 2018) o el bloqueo de
receptores Nogo-1 (receptor para inhibidores asociados a mielina (MAI’s) que suprimen la
neurogénesis por medio de RNA de interferencia (Zhao et al., 2018).

Por otra parte, se han descrito el uso local intralesional de biomateriales o “scalfolds” a
manera de férulas, que favorezcan procesos de regeneracién de las lesiones medulares.
Recientemente un reporte en Argentina describe el uso de polietilenglicol en modelo de
lesidn medular en rata, con resultados de mejor recuperacién motriz; pero el modelo es solo
por contusién y con valoracidn en corto plazo de 72 h (Blanco et al., 2017). Otros estudios por
Borgens, (Borgens et al., 1999 y 2000) de igual manera demuestran mejoria rdpida en un

modelo de contusién de rata, solo con seguimiento de 48 horas.

2.4 Terapia de regeneracion celular en lesion medular

Otro gran campo de desarrollo es la terapia celular regenerativa en lesién medular por medio
de cultivos celulares y métodos de implantacién de células madre. Se han realizado avances
importantes que pueden resultar en la regeneracion efectiva de neuronas centrales
lesionadas (Lin et al., 2018; Reymond, 2016; Li et al., 2018; DeBrot y Yao, 2018). Se han
descrito multiples modalidades de terapia celular utilizando tejidos fetales que contienen
células madre neurales y células progenitoras neurales, pluripotentes o neuronorestringidas
(Bonner y Steward, 2015; Ortmann y Hellenbrand, 2018; Snyder y Walz, 2017; Ziegler et al.,
2011). Otros han utilizado células madre derivadas de médula dsea e incluso células madre
neurdgenas ependimarias cultivadas. Algunos de estos trasplantes actian como “puentes”
entre las neuronas pre-lesién y las neuronas pos-lesion (motoras inferiores o interneuronas),
estableciendo circuitos no idénticos pero potencialmente funcionales. Otras modalidades de

trasplante celular tienen mas un efecto tréfico para la regeneracién axonal, a través de la
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liberacion de factores como el tréfico de glia (GDNF) (Ortmann y Hellenbrand, 2018; Raddatz
et al., 2015) y las modulaciones del microambiente que rodea al sitio de lesion.

Se han tenido resultados de recuperacién funcional relevantes con el trasplante de
bulbo olfatorio (glia envolvente) o el trasplante de mucosa olfatoria. Este modelo se ha
trabajado por Ramodn-Cueto y colaboradores, ademas de otros grupos, desde hace 2 décadas,
iniciando con modelos experimentales en rata (Ramon-Cueto et al., 2000; Arellanes-Chavez et
al., 2015; Thornton et al., 2018), escalando a primate no humano (Ziegler et al., 2011) y, en la
actualidad, corriendo un estudio piloto experimental clinico en hospitales de Valencia, Espaiia
(Gomez et al., 2018).

Cabe mencionar que este abordaje de trasplante de glia envolvente olfatoria
funcionaria de manera mixta, con la produccién local de factores neurotrdéficos regeneradores
axonales y de diferenciacidon, inhibicién y neutralizacion de factores inhibitorios en el
microambiente como condroitin sulfato proteoglicanos y proteinas asociadas a mielina
(Ramén-Cueto et al., 2000), asi como con la proliferacion de células madre neurdgenas del

adulto del epitelio ependimario (Gémez et al., 2018; Bisbal, 2014; Choi y Gladwin, 2015).

2.5 Modelos experimentales de lesién medular
Se ha utilizado ampliamente el modelo roedor (rata y ratén), donde se ha estandarizado el
mecanismo de lesidn, por seccidon o contusion, con la finalidad de tener uniformidad basal
para el ensayo de procesos de regeneracion y terapias experimentales (Ahmed et al., 2019).
Los modelos en animales mayores como perro, gato o primates han tendido a abandonarse
por el costo e implicaciones bioéticas (Nardone et al., 2017; Sharif-Alhoseini et al., 2017). Si
bien no existe el modelo “ideal” que reproduzca todas las caracteristicas vistas en la lesion
medular clinica del ser humano, los modelos son susceptibles de evaluarse de manera
homogénea en su recuperacién funcional motora, con escalas definidas como la de Tarlov
(discapacidad motora) y la BBB (Basso, Beathie, Bresnan) y se evidencian los mecanismos de
regeneracién por microscopia foténica y electrénica (Paterniti et al., 2018; Ramadan et al.,

2017).
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I 2.6 Evaluacién motora pre- y pos-lesién medular

En modelos de roedor se cuenta con “test” de evaluacidn de la funcién neuroldgica, bien
validados y reproducibles. Los principales son el Test de campo abierto de Tarlov (Metz et al.,
2000; Sedy et al., 2008) que evalia de manera simple 6 estados funcionales con escala de 0 a
5 (Tabla 4), donde 0 es paralisis completa y 5 locomocion completa. Esta prueba incluye
pruebas de desplazamiento en area, movilidad de patas traseras y cola, apoyo en pata,

levantamientos y nimero de cruces.

Tabla 4. Escala de discapacidad motora EM de Tarlov

Sin movimientos observables en miembros pélvicos.

Movimientos del miembro, pero sin apoyo plantar y sin soportar peso.

Apoyo plantar y movimientos coordinados con el miembro contralateral y con el miembro toracico.

Movimientos normales. Levantamientos normales, sin sustentacion sostenida.

0
1
2 | Apoyo plantar evidente, sin movimientos de locomocion.
3
4
5

Movimientos normales. Levantamientos normales, con sustentacion sostenida.

(Metz et al., 2000)

Otra prueba de evaluacion neuroldgica del modelo roedor, con mayor detalle y
precision es el BBB o “Basso, Beathie, Bresnhan” (Basso et al., 1995; Basso et al., 2006). Esta
prueba evalla 21 puntos que permiten discriminar de manera mas precisa el grado de
motricidad del animal, por lo que se ha convertido en el estandar de oro (Tabla 5).

Existen otras pruebas sencillas e importantes, como la prueba de nado o la de pisada,
gue también pueden complementar la informacién y discriminar mejor el grado de

recuperacion (Xu et al., 2015; Ahmed et al., 2019).
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Tabla 5. Escala BBB (Basso, Beathie, Bresnan)

No se observan movimientos en extremidades posteriores (HL - Hind Limbs)
1 Movimiento ligero de una o 2 articulaciones (cadera o rodilla)
2 Movimiento extenso de una articulacion
3 Movimiento extenso de 2 articulaciones
4 Movimiento ligero de 3 articulaciones
5 Movimiento ligero de 2 articulaciones y extenso de una tercera
6 Movimiento extenso de 2 articulaciones y ligero de una tercera
7 Movimiento extenso de 3 articulaciones
8 Posicién plantar de pata sin soportar peso (movimiento adelante - atras)
9 Posicidn plantar de pata soportando peso (movimiento adelante - atras) consistente
10 Pasos con soporte plantar sin coordinacién
11 Pasos con soporte de peso plantar coordinados en patas traseras no con delanteras
12 Soporte de peso frecuente y consistente y pasos plantares con coordinacidn ocasional
13 Soporte de peso frecuente y consistente pasos plantares con coordinacion frecuente
14 | Pasos plantares consistentes, coordinacidn consistente con rotacion interna o externa de pata
15 Pasos plantares y coordinacidn consistente, sin rotacion, pata paralela, sin apertura digital
16 | Pasos plantares y coordinacion HL consistente, pata paralela y con apertura digital ocasional
17 Pasos plantares y coordinacidn consistentes, pata paralela y apertura digital frecuente
18 | Pasos plantares y coordinacidén HL consistentes, pata paralela y apertura digital, cola inmavil
19 Idem anterior, cola abajo casi todo el tiempo
20 Idem anterior, inestabilidad del tronco cola arriba consistente
21 Idem anterior, estabilidad del tronco, cola arriba consistente

HL-Hind Limbs, patas traseras
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3. JUSTIFICACION
Desde la antigiedad se conoce que la lesién traumatica de la médula espinal (“seccién
medular aguda”), frecuentemente asociado al trauma de la columna vertebral, deja como
secuela obligada la imposibilidad de movimiento de las extremidades distales y/o proximales,
dependiendo del nivel del trauma.

La seccion de la médula espinal trae como consecuencia secuelas funcionales
definitivas (paraplejia o cuadriplejia) debido al fracaso en la reconexién funcional axdnica.
Desde hace mas de un siglo se ha tratado de buscar la manera de lograr la reconexién vy, por lo
tanto, la recuperacién funcional. En décadas recientes ha resurgido dicho interés, con
modalidades de indole farmacoldgico y de terapia regenerativa celular, con injertos de células
madre, células de la mucosa olfatoria o de la glia envolvente del bulbo olfatorio. Aunque aln
todas son de caracter experimental, en algunos casos comienza a trasladarse al terreno clinico
con resultados prometedores (Bisbal, 2014; Bonner y Steward, 2015; Choi y Gladwin, 2015; Du
et al., 2011; Ramoén-Cueto y Mufioz-Quiles, 2011). La lesién medular en México es de 1.8 por
100,000 habitantes por afio, la mortalidad es del 25% de los lesionados, la prevalencia es
creciente y mas del 70% no logra ninguna recuperacion funcional motora, quedando en
cuadriplejia o paraplejia. La ausencia de alternativas terapéuticas de esta entidad ha
representado un claro retraso en el tiempo. El manejo actual en fase aguda se limita a la
asistencia de apoyo vital, descompresién ortopédica de la lesién dsea de la columna y
“proteccion de la lesién secundaria” con esteroides a dosis moderadas, tromboprofilaxis y
posterior rehabilitacion fisica. Investigaciones recientes, retomando estudios antiguos de hace
100 afios del Dr. Ramdn y Cajal y de otros, han mostrado la posibilidad de inducir la
reconexion axonal medular efectiva en seccién aguda, con la recuperacion funcional motora y
sensitiva en modelos experimentales. Sin embargo, estas terapias experimentales actuales
estdn fundamentadas en el uso Unico de la terapia celular y la monoterapia farmacolégica por
separado, con evidencia de utilidad parcial. Se sabe que farmacos como Epotilén o Taxol
actuan en la reorganizacidn citoesquelética, propiciando la regeneracién axonal en neuronas
centrales. Ademas, la Colchicina podria tener un efecto potenciador o modulador de la

eficacia del Taxol, por lo que en conjunto podrian mejorar la eficacia de la regeneracién
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axonal. Por otro lado, el Ambroxol es un fadrmaco que propicia la sobreexpresién de varios

III

genes de la “red de regeneracién axonal”, entonces, se propone el uso de estos tres fdrmacos
para probar su accion sinérgica. Mas aun, el hecho de que la terapia celular con trasplante de
glia envolvente olfatoria (GEO) tenga un claro efecto en la regeneracion axonal y en la
recuperacién motora de modelos experimentales, permite también proponer su asociacion a
la terapia farmacoldgica multiple, con lo que se esperaria que tal asociaciéon coadyuvante

lograra una mejoria en la recuperacién motora de la lesién aguda de la medula espinal. Tales

resultados justificarian su pronta migracidn al uso clinico en humanos.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Tiene la terapia celular regenerativa, asociada a la terapia farmacolégica, mejor efecto que la
monoterapia en la reconexién axonal y en la recuperacion funcional posterior a una seccion

traumatica de la médula espinal en un modelo experimental de roedor?
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5. HIPOTESIS

La combinacién de la terapia celular y la farmacoldgica, en un modelo murino de lesidon
medular, induce la regeneracién axonal y la recuperacién motora con eficacia

significativamente mayor que las monoterapias farmacoldgicas o celular por separado.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Demostrar le eficacia de recuperacién anatémica y funcional motora de la terapia celular y

farmacolégica combinada en lesién medular aguda.

6.2 Objetivos especificos

e Estandarizar la uniformidad de la lesion medular en un modelo de ratén, con

mecanismo de seccidn y de contusion.

e Cuantificar el grado de recuperacidn neuroldgica motora en los distintos grupos

experimentales.

e Caracterizar la evolucion histoldgica de la lesién medular aguda sin tratamiento y bajo

manejo celular y farmacolégico combinado.
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7. METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudio

El disefio es experimental, comparativo, controlado, prospectivo y longitudinal.

7.2 Manejo de animales y aspectos bioéticos
Todo el manejo de los animales se hizo bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Se utilizaron ratones (Mus musculus) albinos de la cepa CD-1, entre 30y 40 g de peso, y de 6 a
8 semanas de edad, obtenidos de un bioterio de barrera (Bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM), libres de pardsitos y zoonosis. Se pusieron en periodo cuarentena
y adaptacion por 2 semanas. Se sometieron a prueba de evaluacién motora basal con escalas
Tarlov y BBB. Se les proporcioné alimento certificado en pellets y agua purificada ad-libitum.
Al término de la experimentacién después de 12 semanas de seguimiento y evaluaciéon se
sacrificaron con eutanasia a base de fenobarbital, para la obtencion de los tejidos (médula

espinal o bulbo olfatorio).

7.3 Definicién de los grupos
Se estudiaron 9 grupos de 10 animales cada uno (Tabla 6), de los cuales 6 grupos fueron
experimentales (lesion con tratamientos) 5 de ellos se subdividieron en 2 sub-grupos de 5
animales cada uno, segun el mecanismo de lesién (seccién o contusidn). Los otros 4 grupos:
lesidn por seccidn con aplicacion de polietilenglicol local y los grupos control, contusién sin

tratamiento, seccién sin tratamiento y el grupo Sham contaron de inicio con 10 animales.
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Tabla 6. Grupos de tratamiento y controles

Grupo Tratamiento
Ambroxol-Taxol

=

Ambroxol-Taxol-Colchicina

Trasplante de bulbo olfatorio

Ambroxol-Taxol-Trasplante de bulbo olfatorio
Ambroxol-Taxol-Colchicina, con trasplante de bulbo olfatorio
Polietilenglicol local en sitio de seccién

Grupo control seccién medular sin terapia.

Grupo control contusién medular sin terapia.

W o NV A WN

Grupo Sham (laminectomia sin lesién)

I 7.4 Modelo quirlrgico de lesién y tratamientos

La lesion medular se realizd con la técnica de laminectomia T10-T11 con seccion cortante
directa o contusion con un impactor (Harvard Instruments) por caida de peso con punta roma
de goma de 15 g a 10 cm de altura, calibrada a 1000 dinas, bajo anestesia con Ketamina (2.5
mg/kg)-Xylacina (1.6 mg/kg) intraperitoneal.

Los medicamentos fueron aplicados via sistémica (intraperitoneal) en los esquemas de:
Paclitaxel y Colchicina los dias 1 y 8; Ambroxol diario durante los primeros 15 dias. Las dosis
aplicadas fueron: Paclitaxel 0.5 pg/g, Colchicina 0.01 pg/g y Ambroxol 30 pg/g deldialal5y
15 pg/g del dia 6 al 15. Estas dosis se calcularon en base a reportes de estudios
experimentales previos y en base analdgica a dosis terapéuticas en la farmacologia médica.
Los farmacos utilizados se obtuvieron de productos farmacéuticos como:

Los grupos control (Grupos 7, 8 y 9) se trabajaron inicialmente con la finalidad de
realizar la estandarizacion del modelo, constatando la uniformidad en cuanto al grado de
déficit neurolégico producido y para validar el instrumento de valoracidn neuroldgica
empleado (Valoracién de campo abierto de Tarlov y escala BBB). Posteriormente, se continud
con los grupos de tratamiento, iniciando con el grupo 3 que implicd sélo el trasplante de
bulbo olfatorio, el cual fue obtenido de ratones donadores y se aplicé la mitad del bulbo

olfatorio a cada animal, por lo cual un animal donador sirvié para 4 procedimientos,
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habiéndose empleado en total 10 animales donadores para todos los grupos experimentales
con trasplante de bulbo olfatorio. Luego se trabajaron los grupos 1y 2, para terminar con los
grupos 4 y 5. Todos los grupos fueron evaluados funcionalmente con pruebas de campo
abierto, con valoracion de EM (escala neurolédgica simplificada de Tarlov) y la valoracidon
neuroldégica BBB (Basso, Beattie y Bresnahan) (Basso, 1995; Ahmed et al., 2019) en forma
basalya 1, 2, 4, 8 y 12 semanas. De forma complementaria se realizaron Video-Tracking en
arena (campo abierto), utilizando el programa ToxTrac (Rodriguez et al., 2018), lo cual permite
valorar en un minuto: distancia recorrida, aceleracién maxima y velocidad promedio, asi como
levantamientos en patas posteriores, dando una idea mas precisa de la eficiencia y fuerza de
la motricidad. Y se realizaron videos comparativos de los animales que obtuvieron la mejor

respuesta de recuperacién motora a las 12 semanas.

7.5 Procesamiento muestras histolégicas
Se realizd el estudio histoldgico a las 12 semanas para todos los grupos. Las muestras se
tuvieron para procesamiento de inclusidon en parafina para tinciones H y E y Tincién de Nissl,
asi como muestras preparadas con método de Cajal y de Castro, con fijacién en Bicromato de
potasio por 3 semanas e impregnacion argéntica con nitrato de plata antes de su inclusién en
parafina.

Se obtuvieron muestras fijadas en glutaraldehido y sometidas a doble fijacién con
tetradxido de osmio e inclusidn en resina para procesamiento para microscopia electrénica,
solo de animales de 12 semanas de seguimiento.

La Técnica de Impregnacion Neurofibrilar Argéntica se realizé en al menos 2 casos de
cada grupo (Cajal, 1910; De Castro, 1960).

Las técnicas de tincidn con violeta de cresilo para cuerpos neuronales de Nissl de igual
manera se realizaron en al menos 2 casos de cada grupo. También de estas muestras se
realizé tincion HyE.

La observacién tuvo como objetivo el realizar la cuantificacion de neuronas viables,

gliosis reactiva, y presencia de células implantadas de glia olfatoria.
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Se analizaron, por microscopia electréonica de transmisidn, cortes finos 60 nm para
evidenciar los conos de regeneracién, con la evaluacion del grado de mielinizaciéon y del

crecimiento glial.

7.6 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de correlacidn con cédlculo de coeficiente de Sperman para comparar
ambas escalas de valoracidn neurolégica en los grupos Sham y control sin tratamiento
(seccion y contusion).

Los resultados de las valoraciones neurolégicas (EM y BBB) se analizaron comparando
las medias y el error estandar de las mismas, en su evoluciéon de 1, 2, 4, 8 y 12 semanas, con
especial interés en el estado a las 12 semanas; este analisis se realiz6 comparando curvas de
evolucidn de las medias, Prueba de Anova de un Factor asi como Prueba Post Hoc de Tuckey.
Se utilizé el programa estadistica SPSS versidn 25. La comparacién se realizd en forma
triplicada, comparando los grupos en total, solo los casos de seccién y solo los casos de
contusion. También se realizé comparacién de los valores evidenciados con Video Tracking
(ToxTrac), de distancia, aceleracién y velocidad promedio que arrojé dicha prueba en
observaciones de 1 min.

La comparacién descriptiva de la evolucidn histoldgica por grupos se realizd

comparando los porcentajes de neuronas viables, el grado de gliosis y de mielinizacién.
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8. RESULTADOS

Se operaron en total 90 ratones de laminectomia y se asignaron en grupos de 10 a cada
modalidad de manejo, control 3 grupos y experimental 6 grupos. La edad al momento de la
cirugia e inicio de terapéutica y seguimiento oscilé entre 6 y 7 semanas. El peso promedio de
los animales fue de 38 g. Con rango entre 33 y 45 g. Ademads se utilizaron 10 ratones como
donadores de bulbo olfatorio. Los 16 ratones operados murieron antes del término del
seguimiento, 8 en la primera semana (4 en transoperatorio de grupos control de seccién y
contusidn y 4 mas dentro de las primeras 72 h. Otros 8 murieron tardiamente (entre la 42 y 82
semana); cabe mencionar que 6 de estas correspondieron a los grupos TAC, TBO-TA, y TBO-
TAC, por lo que como discutiremos posteriormente no podemos eliminar posible toxicidad
como causa. De esta forma se tuvieron para evaluacidn final solo a 74 animales distribuidos

en los 9 grupos (Tabla 7).

Tabla 7. Niumero de animales perdidos por fallecimiento y N para evaluaciéon a 12 semanas

SHAM CONTUSION | SECCION TA TAC BULBO BULBO/TA | BULBO/TAC PEG
Perdidos 0 2 2 1 3 1 3 3 0
N 10 8 8 9 7 9 7 7 10

TA-Taxol-Ambroxol ~ TAC-Taxol-Ambroxol-Colchicina PEG-polietilenglicol

8.1 Estandarizacién de la técnica quirdrgica
Las escalas neuroldgicas de evaluacion de Tarlov y BBBSe definidé con precisidn el nivel de
laminectomia, localizando la primera costilla flotante del animal una vez abierta la piel y
aponeurosis superficial; esta costilla fue seguida hasta la vértebra de insercién (T11) y se inicio
la laminectomia de la vértebra inmediata superior (T10), y se amplié a T11 para lograr una
exposicién suficiente de la médula para seccidn o contusidn con impactor o sin lesion para el
grupo Sham. En todos los casos se cerrd con afrontamiento musculoaponeurdtico con catgut

cromico 4/0 vy la piel con la misma sutura.
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La seccién realizada con microtijera se realizd previo despegamiento peridural con
microgancho en 360 grados para garantizar el paso completo de las hojas de la microtijeray la
seccién completa.

En el caso de la contusidn, se realizé fijacion de las apdfisis espinosas superior e
inferior a la exposicidn y se utilizé un peso de 15 g punta roma de goma a 10 cm, calibrando el
impactor a 100 kdinas, lo cual se verificé con un dinamdmetro externo. Todo esto con la
intencién de propiciar una contusién no grave equivalente a lesién medular incompleta y no
una contusién medular grave que equivale a una seccién completa.

Inicialmente se encontré que al realizar la seccidon o contusién habia un abrupto
despertar y reactividad del animal, por lo cual se colocaron 2 gotas de lidocaina 2% sobre la
médula expuesta, dejandose actuar por 30 segundos antes de la lesién, con lo cual no se

observé dicho despertar y reactividad abrupta.

8.2 Realizacién de las escalas de valoracién neurolégica
Se realizaron por duplicado en dias consecutivos, de preferencia a la misma hora y previa
ambientacién del animal en jaula libre y grande pldstica por 3 min. Posteriormente se realizé
prueba en arena de 60x60 cm con videograbacion por 1 min, posterior andlisis del video con
programa ToxTrac, grabandose los resultados para posterior andlisis.

Se realizé la prueba de correlacién de Spearman para las mediciones de escala motora
de Tarlov y de BBB de la semana 1 a 12, lo cual se muestra en la Tabla 8, y se ilustra
individualmente en las figuras 1 y 2 siendo en todos los casos superiores a 0.95.

Se realizd la videograbacidén a las 12 semanas en arena plana y con inclinacién, al

animal que mejor grado de recuperacién presenté en cada grupo, con fines de comparacion.
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Tabla 8. Correlaciéon de los valores de escalas neurolégicas EM/BBB

SHAM | CONTUSION | SECCION TA TAC TBO TBO/TA TBO/TAC PEG
1 0.9914* 0.9991* | 0.9993* | 0.991* | 0.9861* | 0.9954* 0.9929* |0.9875*
p<0.01

20

15

10

Escala BBB

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Escala EM de Tarlov

Figura 1. Correlacion entre escalas de evaluacion en el grupo con contusion de la semana 0 a 12
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Figura 2. Correlacion de escalas de evaluacion en el grupo de seccién basal en la semana 12

Por otro lado se evidencid que el grupo Sham prdacticamente no manifesté déficit
neuroldgico, con excepcién de un animal cuyo BBB disminuyd de 21 a 20. Esto impactd en el
promedio del grupo de manera practicamente imperceptible, mientras que en el grupo
control con contusidon y seccidn si se detectaron cambios importantes y significativos,
correlacionables al grado de lesidén. La contusion equivalente a lesién medular incompleta
tuvo menor déficit inicial y recuperacién parcial espontanea, mientras que la seccion presentd
gran déficit motor y practicamente no hubo recuperacion (Fig. 3 y 4). Existe una diferencia en
el déficit motor entre los 3 grupos, encontrandose estadisticamente significativa con una

prueba de analisis de varianza (ANOVA) con valor p < 0.001 (Fig. 5).
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Figura 3. Déficit motor en grupos Sham, contusion y seccidn con escala EM de Tarlov
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Figura 4. Déficit motor en grupos Sham, contusion y seccién con escala BBB
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Figura 5. Prueba ANOVA entre grupos control respecto al déficit motor medido con escala BBB

Se lograron reproducir lesiones consistentes y déficit neurolégico proporcional a la
lesidn (seccién y contusidn no severa), también se sostiene que la laminectomia por si sola no
produce déficit neuroldgico y que las escalas de evaluacion del déficit empleada, EM de Tarlov

y BBB, fueron consistentes y con fuerte correlacion.

8.3 Recuperacién motora
En cuanto al segundo objetivo especifico y toral para nuestro objetivo general, el comparar la
recuperacién motora obtenida en los diferentes grupos de tratamiento y en los controles, la
informacién la describimos en las siguientes tablas (9 a 14) y la podriamos resumir de la

siguiente manera:

Se muestra el promedio de la valoracién neurolégica motora EM de Tarlov, tanto basal,
como en semanas 1 a 12. En cada uno de los grupos para el caso de seccién medular completa
(Tabla 9) y para cada grupo con lesién por contusion (Tabla 10), aclarando que el grupo
tratado con polietilenglicol sélo se sometid a seccidn y por eso solo aparece en la Tabla 9y no
en la 10.

En cuanto a la evaluacion de escala motora simplificada de Tarlov (Tabla 9), en el grupo
de seccién en todos los grupos de tratamiento hay diferencia evidente respecto al grupo
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control, siendo mayores en los grupos con transplante de bulbo olfatorio asociado a farmacos.

Mientras que existe bastante uniformidad en la evolucién de las medias en todos los grupos

de tratamiento de los casos sometidos a contusidn, con poca desviacién respecto al grupo

control, con la excepcién de los grupos con asociacién de trasplante de bulbo olfatorio y

farmacos donde a las 12 semanas se alcanzaron recuperaciones de 4 y 4.3, respectivamente

(Tabla 10).

En las Tablas 11 y 12 mostramos la evolucidon de recuperacion motora medida con

escala BBB en los diferentes grupos de seccion y contusion, respectivamente.

Tabla 9. Recuperacidn motora medida con escala EM de Tarlov en seccion medular

N

SEMANA  SHAM = CONTROL

0
1

12

10

5
4.9
(.1)
4.9
(1)
4.9
(.1)
4.9
(1)
4.9
(.1)

8
S/TX
5
0.33(.16)
0.66(.16)
0.66(.16)

0.66(.16)

0.75(.17)

4
TA

5
1.4(.40)

2.4(.67)
2.6(.51)
3(.54)

3(.54)

3
TAC

5
1.75(.25)

2.66(.66)
3 (.57)
3.3(.57)

3.3(.57)

4
TBO

5
1.6 (.51)

1.8 (.58)
2.4 (.60)
3 (.70)

3.2(.89)

3
TBO-TA

5
2(.31)

2.75(.25)
3.25(.25)
3.33(.30)

3.33(.33)

3
TBO-TAC

5
1.8(.58)

2.5(.64)
3.25(.47)
3.25(.47)

3.5(.47)

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

Tabla 10. Recuperacién motora medida con EM de Tarlov en contusién medular

10
POLIETILENGLICOL

5
2.7(.29)

3.1(.20)
3.1(.20)
3.4(.25)

3.5(.30)

N
SEMANA

0~ N L O

12

10
SHAM

5
2.7 (.29)
3.1(.20)
3.1(.20)
3.4 (.25)
3.5(.30)

8
CONTROL
S/TX
5
2 (.26)
2.5(.26)
3.1(.22)
3.3(.22)
3.5(.18)

5
TA

5
2.2 (.20)
3 (31)
3.3(.47)
3.5 (.44)
3.5(.29)

4

TBO-TA | TBO-TAC

3 5
TAC TBO

5 5
2.3(.33) | 2.75(.29)
3 (.33) 3.25 (.40)
3.3(.33) 3.5 (.28)
3.3(.66) 3.5 (.30)
3.3(66) 3.75(.48) 4

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

5

3.2(20) 3 (.05)
3.2(.20)  3.6(.20)
3.6 (24) 4.3(.20)
3.7(24) 4.3(.25)
(.25)  4.3(.30)
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Tabla 11. Recuperacién motora medida con escala BBB en seccion medular

N 10

SEMANA = SHAM
0 21
1 20.8(.2)
2 20.8(.2)
4 20.8(.2)
8 20.8(.2)
12 20.8(.2)

8

CONTROL
S/TX

21
1.33(.55)
2.55(.68)
2.88(.79)
3.22(.86)
3.75(.86)

4
TA

21
5.4 (1.5)
8.6 (2.6)
11.6(2.3)
13 (2.2)
14 (2.4)

3
TAC

21
7.7 (1.3)
9.6 (3.2

11.6(2.3)
12.6(2.9)
14.3(2.3)

8 (2.2)
8.8(2.6)
10.6(2.6)
12.6(3.1)
14 (2.6)

10.4(1.6)
13.2(1.1)
14.2(1.0)
15.3(1.2)
16 (1.7)

3
TBO-TAC

21
7.6 (0.3)
10.7(1.3)
12.7(1.1)
14 (0.6)
15.2(0.7)

10
POLIETILEN-
GLicoL
21
10.5 (0.6)
12.4 (0.6)
12.6 (0.6)
13.9 (0.7)
14.5 (0.7)

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

Tabla 12. Recuperacién motora medida con escala BBB en grupos de contusién medular

N 10 8 5 3 5 4 4
SEMANA = SHAM | CONTROL TA TAC TBO TBO-TA TBO-TAC
S/TX
0 21 21 21 21 21 21 21
1 20.8(.2) 9 (1.2) 9.6 (.67) 10 (1.0 11.7 (1.8) 14.4 (0.5) 14.3 (0.3)
2 20.8(.2) 11.8(0.8) 13.6(1.3) 15 (0.1) 13.7 (1.6) 15.6 (0.7) 15.6 (1.3)
4 20.8(.2)  13.5(1.0)  13.7(1.4) @ 15.6(0.7) 15 (1.6) 15.8 (1.1) 17 (1.1)
8 20.8(.2) 14.5(0.8) 15 (0.9) 16 (1.0) 15.2 (1.5) 16 (1.4) 17 (0.6)
12 20.8(.2) 14.8(0.7) 15 (0.5) 16 (1.1) 15.7 (1.2) 16.5 (1.3) 17.6(0.7)

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

Podemos observar de igual manera una muy importante diferencia en el grupo de
seccién, donde todos los grupos de tratamiento presentan significativa recuperacion respecto
al grupo control (Tabla 11), mientras que, en los grupos con contusidn, aunque hay
superioridad de promedios de los grupos de tratamiento, esta es marginal respecto al grupo
control.

Se realizé una comparacién asociando al total de los grupos, con contusidon y seccion
asignados a cada grupo, denomindndose genéricamente de Lesion medular, con el grupo
resultante de asociar los grupos control de contusidon y seccién sin tratamiento. Dicha

comparacion se hizo para ambas escalas EM y BBB (Tablas 13 y 14).



Aqui podemos apreciar que en ambas escalas se aprecia diferencia en todos los tipos

de tratamiento respecto a los controles de lesién sin tratamiento, siendo mds importante en

los grupos de transplante de bulbo olfatorio asociado a farmacos.

Tabla 13. Recuperacion motora con escala EM en lesion medular (agrupa seccion y contusion)

SEMANA

0 s~ N L O

12

10 16
SHAM LESION
S/TX
5 5
4.9 1.1(0.2)
4.9 1.5(0.2)
4.9 1.8(0.1)
4.9 2.0(0.19)
4.9 2.1(0.1)

9
TA

5
1.8 (0.3)
2.7 (0.5)
2.9(0.5)
3.2(0.5)
3.2(0.5)

6 9
TAC

5
2(0.3)
2.8(0.5)
3.1(0.5)
3.3(0.6)
3.3(0.6)

TBO

5
2.1(0.0)
2.5(0.0)
2.9(0.0)
3.2(0.0)
3.5(0.0)

7

TBO-TA

5
2.6(0.0)
3.0(0.2)
3.4(0.0)
3.5(0.0)
3.6(0.0)

7

TBO-TAC

5
2.4(0.3)
3.0(0.4)
3.7(0.3)
3.7(0.3)
3.9(0.4)

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

10
POLIETILEN-
GLICOL
5
2.7 (.29)
3.1(.20)
3.1(.20)
3.4(.25)
3.5(.30)

Tabla 14. Recuperacion motora con escala BBB en lesion medular (agrupa seccion y contusion)

SEM  SHAM
0 21
1 208
2 208
4 208
8 208
12 208

LESION
S/TX
21
5.1(.85)
7.1(.75)
8.1(.80
8.8(.90)
9.2(.80)

TA

21
7.5(1.1)

11.1(2.0)
12.6(1.0)
14.0(1.6)
14.5(1.0)

TAC

21
8.8(1.2)

12.8(1.6)
13.6(1.5)
14.3(2.0)
15.1(1.7)

TBO

21
8.8(2.0)
11.2(2.0)
12.8(2.0)
13.9(2.0)
14.8(2.0)

TBO-TA TBO-TAC  POLIETILENGLICOL
21 21
12.4(1.1)  11.0(0.3) 10.5(0.6)
14.4(0.9)  13.1(1.0) 12.4(0.6)
15.0(1.3)  14.8(1.2) 12.6(0.6)
15.6(1.3) | 15.5(0.6) 13.9(0.7)
16.2(1.5)  16.4(0.7) 14.5(0.7)

S/TX=sin tratamiento, TA=Taxol-Ambroxol, TAC=Taxol-Ambroxol, colcicina, TBO= Trasplante de bulbo olfatorio

Como puede apreciarse, hay una marcada diferencia entre el grupo control (seccion sin

tratamiento) y todos los grupos experimentales (seccion y tratamiento), siendo estos ultimos

bastante uniformes, pero con tendencia a ser mejor la recuperacién en los grupos con TBO-

TA, TBO-TAC y PEG (Fig. 6). Por otro lado, estas diferencias disminuyen entre el grupo control

contusion sin tratamiento y los grupos contusién con tratamiento solo con farmacos; pero

también se insinUa leve superioridad de los tres: TBO-TA, TBO-TAC y polietilenglicol (Fig. 7).
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Figura 7. Evolucidn en escala motora EM de Tarlov basal a 12 semanas en grupos de contusion
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En un intento de andlisis general de "Lesién Medular”, agrupamos tanto los casos de
contusidon como de seccion para cada grupo (Tabla 13, Fig. 8). Como puede notarse, aqui si se
logra ver clara diferencia entre los grupos control (seccién y contusién sin tratamiento y los
grupos con tratamiento, manteniéndose la ligera ventaja de recuperacién de los 3 grupos
sefialados. Los resultados obtenidos con la evaluacién con escala BBB, ya mostrados en las

Tablas 11, 12 y 14, se representan de manera gréfica en las figuras 9, 10y 11.
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Figura 8. Evolucidon en EM de Tarlov basal a 12 semanas en "Lesion Medular" (conjunta contusion y

seccion medular)
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Figura 9. Evolucidn con escala BBB basal a 12 semanas en los grupos de seccion medular
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Figura 10. Evolucion con escala BBB basal a 12 semanas en grupos de contusion medular
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Como se puede observar, también en los grupos de seccion medular existe una
diferencia muy notoria y significativa entre el grupo control (seccidn sin tratamiento) y los
grupos con tratamiento, mientras que en los grupos con contusidn, solo hay una superioridad
poco visible. En ambos casos, se nota una leve superioridad de los grupos de tratamiento TBO-

TA, TBO-TAC y polietilenglicol, respecto a otras modalidades de tratamiento.

La informaciéon dada en la Tabla 13, donde se conjuntan los grupos de seccién vy
contusion medular con y sin tratamiento en un solo grupo de “Lesién medular”, comparando
su recuperaciéon valorada con la escala BBB, se presenta a continuacién en la figura 12. De
nueva cuenta, se hace evidente una diferencia entre grupos control de lesidn sin tratamiento

y los distintos grupos de tratamiento, pero se torna mas estrecha la diferencia entre estos

ultimos.
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Figura 11. Evolucion con escala BBB en los grupos de “Lesion Medular” (conjunta contusion y
seccion)
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Por ultimo, se presenta en los graficos 12 y 13 la distribucién de las evaluaciones EM
de Tarlov (Fig. 12) y la evaluaciéon BBB (Fig. 13) con sus medias y desviaciones estandar, y el
calculo del andlisis de varianza ANOVA, enfatizando donde se encontraron las diferencias

significativas.
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Figura 12. ANOVA de la evaluacion motora de EM de Tarlov en lesién medular

Los resultados de la prueba de ANOVA en EM (Fig. 12), como en BBB, en los diferentes
grupos, demostraron significancia estadistica con homogeneidad de las varianzas en la Prueba
de Levene y en el post Hoc de Tukey, donde se aprecia diferencia estadisticamente
significativa en todos los grupos de tratamiento respecto al control < 0.01, y solo diferencia
estadisticamente significativa en nivel del 5% entre los grupos TBO-TA y TBO TAC, en

comparacion a los otros grupos de tratamiento (se ilustra en figura 13).
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Figura 13. ANOVA de BBB en lesién medular

En cuanto a la aplicacién del video tracking a la evaluacién en arena, debemos
puntualizar que representa mucha utilidad, pues permite valoraciones detenidas y repetidas
por la reproduccidon del mismo, proporciona tanto datos cuantificables estadisticos, sobre
todo Distancia recorrida en mm, aceleracion maxima alcanzada, velocidad promedio y nimero
de levantamientos en patas traseras; ademas, su revisién detenida en el video permite al
evaluador determinar si son transitorios y débiles o firmes y sostenidos. También proporciona

datos graficos del trayecto con su demarcacion Fig. 14 y 15)
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Individuals | Population |

Global Statistics

Avg. Speed (mm/s):

Mob. Avg. Speed (mm/s):
Avg. Accel (mm/s”~2):
Mobility Rate (rate):
Visible Frames (frame):

Invisible Frames (frame):

Visible Time (hh:mm:ss):
Invisible Time (hh:mm:ss):
Visibility Rate (rate):
Invisibility Rate (rate):
Number of Areas (area):
Explored Areas (area):
Exploration Rate (rate):
Total Distance (mm):

In Transitions (transition):

First Visible Frame (frame ind):

Last Visible Frame (frame ind):

Statistics

Value
95.83

96.68
319.02
0.99
1871
49
0
1919
00:01:02
00:00:01
0.97
0.03
64
57
0.89
6293.89

0

|»

Seq.: 1 of 1
Arena: 1 of 1

II

™ Advanced Options

Mobiity Min. Speed 1.00 mm/s

Frozen Event Max. Dist. |5.00 mm

Frozen Event Min. Tme |3.00 >l S

ol o

Transtion Time Int. 7.00 : S

|

Figura 14. Informacion estadistica que proporciona un videotracking con el programa ToxTrac



Graphical Outputs

Individuals | Population |

Output: ‘ijectorv j

Zone Size (mm) 50 5

Num Zones 30 =

™ Normalze Arena

Figura 15. Pantalla de informacion grafica del programa ToxTrac

De esta informacién es relevante realizar el andlisis de la distancia recorrida basal y
compararla a la distancia recorrida por los animales a las 12 semanas, asi como el promedio
de levantamientos firmes en patas traseras en evaluaciones estandar de 1 min. Se calculé el
valor absoluto y el porcentaje de decremento en cada uno de los grupos, lo cual es de mayor
valor para discernir diferencias sutiles en la “fuerza motriz” de los animales y no solo la
evaluacién numérica de una escala. En el grupo de seccién sin tratamiento el decremento fue
mayor al 80%, y en los grupos de tratamiento a excepcién del TBO donde fue también alto de

73%, se mantuvo alrededor del 40% (Fig. 16-18).
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Figura 16. Distancia recorrida basal y a las 12 semanas, enfatizando su porcentaje de decremento en
animales seccionados

El decremento fue notoriamente menor en los grupos de contusidn y véase que en el
grupo de trasplante de bulbo olfatorio -TAC (TBO-TAC) fue tan bajo como 4% (Fig. 17). En
animales control sin tratamiento no hubo ninguna recuperacion de levantes y en los grupos
con tratamiento una recuperacién entre el 20 y el 50%, siendo mayor en los grupos asociados

a esquema TAC con y sin trasplante de bulbo olfatorio (Fig. 18).
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Figura 17. Decremento en la distancia recorrida basal y a las 12 semanas en animales contundidos
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Figura 18. Numero de levantamientos sostenidos en patas traseras en animales seccionados
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8.4 Resultados de los cortes histolégicos

Se compararon los cortes histoldgicos de al menos 3 casos por grupo, para cortes en parfina
con tinciones HyE, Nissl y Golgi-Cajal, todos en sentido longuitudinal a la médula, pasando por
la zona de lesién y al menos 2 por grupo para cortes transversos en resina para microscopia
electronica.

Los resultados son semicuantitativos, comparando lo visualizado en 4 campos a 10x y 8
campos a 40 x, para la microscopia fotdnica y en 5 areas de rejilla de cobre N-100 a 4 y 6 mil
aumentos en el microscopio electrénico de transmision.

Los pardmetros analizados en microscopia fotdnica fueron: Gdo. gliosis reactiva,
Neuronas no atréficas, Prolongaciones cruzando sitio de lesidn y en microscopia electrénica:

Desmielinizacidn, globos de degeneracién y células de glia mielinizantes (Tablas 15y 16).

Tabla 15. Resultados semicuantitativos de analisis de cortes histologicos con HyE, Nissl y

Golgi Cajal
GRUPO  GLIOSIS NEURONAS NO ATROFICAS NEURITAS CRUZANDO LINEA SECCION
SHAM - ++++ ++++
SECC. S/TX +++ + -

TA ++ ++ ++

TAC ++ ++ ++

TBO ++ +++ +++

TBO-TA ++ +++ +++

TBO-TAC + +++ +++

PEG ++ ++ ++

Como puede apreciarse, en el grupo control sin tratamiento el grado de gliosis
cicatrizal y reactiva es muy intenso (+++) y en los grupos de tratamiento menor, siendo aun
menor en el grupo TBO-TAC. En todos los grupos de tratamiento se observd buena
conservacion neuronal y migracidn neuritica entre ++ y +++ de intensidad, siendo mayor en

los grupos que asociaron TBO con o sin farmacos (Fig. 19 - 27).
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TBO

TBO-TAC

TBO-TA

Figura 19. Tincion de Golgi - Cajal que evidencia células gliales y neuritas traspasando sitio de seccion

TBO- Trasplante bulbo olfatorio, se observa gran cantidad de células gliales. TBO-TAC,
células gliales y gran cantidad de neuritas puente, TBO-TA células gliales y menor nimero de

neuritas puente.
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TAC

TA

Figura 20. Tincion Golgi - Cajal que evidencia células gliales y neuritas en grupos de solo fairmacos

TAC (Taxol, Ambroxol, Colchicina)- se evidencian células gliales en mucha menor
proporcion a los grupos asociados a trasplante de bulbo olfatorio y regular numero de

neuritas puente. TA (Taxol-Ambroxol)- minimas células gliales y escasas neuritas puente.
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SHAM

SECCION S/TX

CONTUSION S/TX

Figura 21. Cortes con tincion HyE en grupos Sham, seccion y contusidn sin tratamiento (controles)

En el grupo Sham, se delimitan perfectamente los cordones y las zonas de sustancia
gris con cuerpos neuronales. La distribucidn glial es normal. En la seccion se observa
infiltracién glial reactiva en todo el espesor de la médula y en la contusién hay un gradiente de

infiltracién glial de la zona contundida mas densa, a la zona contralateral. Tanto en la seccion,
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como en la contusidn no se observa claramente la diferencia entre cordones y sustancia gris

neuronal.

SECCION TBO

SECCION TBO-TA

SECCION TBO-TAC

Figura 22. Cortes HyE en grupos TBO, TBO-TA, TBO-TAC mostrando glia no reactiva y rearreglos
vascular y de cordones

TBO (trasplante de bulbo olfatorio) muestra abundantes células gliales no reactivas,
evidencia de permanencia de viabilidad de la glia olfatoria trasplantada, con minima
proliferacién vascular y un ordenamiento de cordones. TBO-TA (trasplante bulbo olfatorio-con

Taxol y Ambroxol): se observa mayor proliferacidn vascular, regular nimero de células de glia
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no reactiva. TBO-TAC trasplante de bulbo-Taxol, Ambroxol y Colchicina: con rearreglo y

proliferacién vascular, densa glia no reactiva y homegeneidad en los cordones.

SECCION PEG

SECCION TA

SECCION TAC

Figura 23. Tincidon HyE de cortes en grupos PEG, TAy TAC

PEG (polietilenglicol). Se observa gran regularidad y continuidad de cordones, con
células gliales autélogas escasas y diferenciacion de cordones y materia gris neuronal. TA

(Taxol, Ambroxol): se observa continuidad y arreglo de cordones, con menor celularidad. TAC
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(Taxol, Ambroxol, Colchicina) mayor celularidad, neuronas y glia autéloga y continuidad con

arreglo de cordones.

400x

SHAM 40X

400x

SECCION S/TX

Figura 24. Tincion Nissl en grupos Sham y seccidn sin tratamiento
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Se observa la densidad neuronal y glial normal en el grupo Sham, contrasta con la

pobre poblacién neuronal y la presencia de glia cicatrizal reactiva en el grupo de seccién.

400x

PEG 40X

400x

TA 40X

Figura 25. Tincion de Nissl en grupos PEG y TA
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En el grupo PEG (polietilenglicol) se observan neuronas viables, glia satélite normal y

muy poca reactiva.

TAC 40X

TBO 40 X

Figura 26. Tincion de Nissl en grupos TACy TBO
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En TAC (Taxol-Ambroxol-Colchicina) se observan mayor nimero de neuronas viables y
glia satélite normal, minima reactiva, en TBO (trasplante de bulbo) se observa mayor cantidad

de glia autdloga (trasplantada) y abundantes neuronas viables.

TBO-TA 40 X

TBO- TAC 40X

Figura 27. Tincion de Nissl grupos TBO-TA y TBO-TAC
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TBO-TA (trasplante de bulbo olfatorio-Taxol y Ambroxol) TBO-TAC (trasplante de bulbo
olfatorio-Taxol, Ambroxol y Colchicina). En ambos grupos se observa importante glia autéloga

(trasplantada) y neuronas viables en importante nimero, siendo mas abundantes en el grupo

con triple farmaco.

Tabla 16. Resultados semicuantitativos de analisis de cortes en microscopia electrénica de

transmision

Grupo GLOBOS DE DEGENERACION GDO DE REMIELINIZACION

SHAM

- NO APLICA (MIELINA
INTEGRA) ++++

SECCION S/TX o+ -
TA ++ +
TAC ++ +
TBO i ++
TBO-TA + +++
TBO-TAC i +++
PEG ++ ++

En el grupo control sin tratamiento la abundancia de globos de degeneracién y la no
remielinizacion fueron la regla, mientras que en los grupos de tratamiento se observaron de
escasos (+) a moderados (++) globos de degeneracidn, siendo menores en grupos que
asociaron TBO a farmacos. El grado de mielinizacién de fibras fue de escaso a importante + a

+++, siendo mayor en los grupos que asociaron TBO a farmacos (Fig. 28 - 35).

61



Figura 28. Grupo Sham, mielinizacién normal, sin globos de degeneracion

Globo degenerativo 1k : Desmielinizacion 4K

Figura 29. Seccion sin tratamiento desarreglo de fibras, desmielinizacion y globos de degeneracion
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Figura 30. Grupo TA remielinizacion parcial escasa

Figura 31. Grupo TAC que evidencia mielinizacién escasa a moderada y un globo de de degeneracion
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Figura 32. Grupo TBO con mielinizacion moderada (++) que evidencia fibras delgadas con
mielinizacidn inicial (regeneracion)

Figura 33. Grupo TBO-TAC con grado de mielinizacion importante (+++) y nuevas fibras delgadas
mielinizadas (regeneracion)
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Figura 34. Grupo PEG que evidencia moderada mielinizacion y algunas fibras delgadas

Se realizé un analisis de imagen de cada grupo, en micrografias electrénicas a 4000k,
utilizando el programa Fiji (Image J) utilizando conversién binaria, LUT red-green (rojo-verde)

y analizando la intensidad de histograma para color rojo marcando mielina (Fig. 35).
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Sham Seccion S/TX

TAC TBO TBO-TA

TBO-TAC PEG

Figura 35. Grado de mielinizacion detectado por intensidad de mascara (color rojo) en microscopia
electrdnica y analisis de imagen Fiji-Image)

Se aprecia gran desmielinizacién en grupo seccidn sin tratamiento y la mejor remielinizacién y
celularidad mielinizante, oligodendrocitica se aprecia en el grupo TBO-TAC. Cuando dicha
intensidad se compara con el grupo Sham, considerado arbitrariamente como el 100%, los

porcentajes respectivos pueden verse en la siguiente figura (Fig. 36).
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Figura 36. Porcentaje de mielinizacion comparado al 100% del grupo Sham

Como se puede ver en la grafica, el porcentaje de mielinizacidon en el grupo seccidn sin
tratamiento solo alcanzd 5 a 10%; para TBO solo poco mas de 40%, y TBO-TAC alcanzd casi el
70%; lo cual concuerda con los resultados funcionales y reafirma que el grado de mielinizacién
es un marcador importante de regeneracion y recuperacién funcional, lo que ha sido discutido
por muchos autores (Sofroniew, 2020; Bradke, 2020). En la figura 37 se muestran los detalles
de la microscopia electrdénica en trasplante de bulbo olfatorio asociado a triple farmaco TBO-

TAC.
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Figura 37. Detalles de microscopia electrénica en trasplante de bulbo olfatorio asociado a triple
farmaco TBO-TAC

De la figura anterior, en (a) se aprecia nucleo de célula glial, rodeada de fibras
parcialmente desmielinizadas y otras con gran mielinizacion; (b) comparaciéon entre fibra
mielinizada y parcialmente desmielinizada; (c y d) nucleo de células gliales (flechas rojas) y
fibras mielinizadas recientes regenerativas (asteriscos blancos); (e) corte trasverso y
longuitudinal de axdén bien mielinizado con algunas fibras delgadas de elongacién; y en (f)

nucleo de célula glial (flecha) y fibras regenerativas mielinizadas (asterisco).
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9. RESUMEN DE RESULTADOS

Podemos enumerar los siguientes resultados:

1.- El modelo de lesion medular en ratén es estandarizable, es consistente en el grado de
déficit neuroldgico producido y a su vez flexible a través de variar el grado de contusiéon para
lograr lesiones parciales y no completas. Aunque técnicamente demandante, es un modelo
conveniente por la facilidad de manejo de estos animales, asi como la ausencia de autofagia,
gue en modelos de rata produce mayor pérdida de animales e interferencia en la real

evaluacién de recuperacién motriz.

2.- Las escalas de Evaluaciéon Motora simplificada de Tarlov (EM) y la mas sofisticada escala de
Basso, Bethie, Bresnan (BBB) son aplicables, correlacionando ambas en la expresion de la
recuperacién motriz. Ambas son dominables, pero sin duda la BBB demanda mayor tiempo y

acusiosidad de observacion.

3.- Todos los grupos experimentales de tratamiento (lesién con tratamiento) fueron
superiores en recuperacion motora comparandolos a los grupos control (lesién sin
tratamiento) con una diferencia estadisticamente muy significativa (p<0.01 en el analisis
ANOVA). Los grupos de combinacidn de trasplante asociado a farmacos TA (Taxol-Ambroxol) y
TAC (Taxol-Ambroxol-Colchicina) demostraron superioridad respecto a otros grupos de
tratamiento con significativa estadistica (p< 0.05). Estas diferencias fueron mas acentuadas en
el grupo de seccién y mas tenues en los grupos de contusidn, sin perder su significancia. Por lo

que con esto podemos apoyar nuestra hipotesis de trabajo.

Si comparamos solo los grupos TA vs. TAC (adicidn o no de Colchicina) vemos que en la
escala BBB tanto en seccién como contusion y en la escala EM en seccidn, existe ventaja de
TAC sobre TA (Tablas 9 a 14) y (Fig. 13 y 14) que aunque no muy llamativa, resulta ser
significativa p<0.05 (Tabla 17); por lo cual se sigue proponiendo la asociacion de la Colchicina
a dosis baja, aun ante su tedrico efecto contrario a Paclitaxel, por lo que quedard por definir

sus posibles y reales mecanismos en la lesidn axonal y medular.
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4.- Si bien la demostracidn de recuperacidon motora con las escalas sefaladas se evidencid, la
informacién recabada con las estadisticas del video tracking a través del programa ToxTrac,
nos demuestra decremento en la calidad y rendimiento de dicha motricidad respecto a lo
basal, siendo menores las distancias recorridas y menor el promedio de levantamientos en
patas traseras, lo que apunta a la necesidad de no solo lograr recuperacién numérica sino de
calidad en la motricidad; por eso consideramos que estos modelos ademas de evaluarse con

las escalas, deben ser evaluados con tecnologia de video tracking, o con pruebas de escalada..

5.- Se evidencié una mayor elongacién neuritica y mayor grado de remielinizacidn y un mayor
numero de neuronas conservadas con las técnicas utilizadas, en asociacién a un mejor grado
de recuperacién motriz. El estudio histolégico confirma que la recuperacidon funcional esta
fundamentada en la regeneracidn, prolongacidn y remielinizacién de axones. El trasplante de
células gliales del bulbo olfatorio parece permanecer cuando menos hasta las 12 semanas,

habiéndose dado un buen grado de recuperacién histoldgica y funcional.
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10. DISCUSION

El presente estudio tiene la particularidad de ser un estudio que pretende el tratamiento en
fase aguda de la lesién medular en un modelo animal, combinando la terapia celular con
farmacos como Paclitaxel, Ambroxol y Colchicina. La terapia celular, especialmente con bulbo
olfatorio o células de glia envolvente olfatoria purificadas de la mucosa nasal o del bulbo
mismo se ha estudiado como monoterapia en lesidn crénica, y poco en aguda (Ramoén-Cueto
et al., 2011) con resultados aun no satisfactorios. Los farmacos citados y algunos otros han
sido estudiados como monoterapia en estudios in vitro y sin evaluaciones de recuperacién
funcional (Bixby et al., 2015; Cursio y Bradke, 2018), enfocados mds en morfologia de
recuperaciéon y elongacidon de neuritas. Ademas de que su aplicacién de los farmacos en
dichos estudios, ha sido tépica-local y en nuestro estudio la aplicacion es sistémica
intraperitoneal.

Respecto a los farmacos, Paclitaxel ha sido estudiado en modelos de seccién medular
describiendo mas su capacidad de elongacién neuritica, y pocas veces evaluando el grado de
recuperaciéon funcional motriz en el animal. En los pocos trabajos en ratén y rata, usando
como medida de recuperacion motriz la escala BBB, los resultados han sido tenues,
promediando en los mejores casos un valor de 10/21 en dicha escala. (Steward y Willinberg,
2017). Con la escala de simplificacidn los resultados también tenues de 1 a 2/5. (Blanco et al.,
2015)

El Ambroxol, farmaco propuesto por Chandran et al. en 2016, como un estimulante del
programa genético de regeneracidon axonal, solo se empled en dicho estudio demostrando
utilidad en elongacién neuritica de nervio éptico, no hay otro estudio, ni su utilizacién en
modelos de seccion medular, por lo cual nuestro estudio es el primero en usarlo. Nuestro
estudio es el primero en utilizar a la Colchicina en el modelo de seccidn medular; este farmaco
con efecto farmacolégico opuesto al Paclitaxel respecto a su accién en microtubulos, cuenta
con otros efectos clinicamente conocidos, antiinflamatorio, anticicatrizal y como inductor de

oxido nitro sintasa, mecanismo propuesto en varios estudios de tratamiento antineuritico y en
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lesiones de nervio periférico (Dubey, 2018; Vanhatalo, 1997; Colbourn, 1999; Cougnon-Aptel,
1999). Se ha insinuado un posible papel de Colchicina en la dindmica de filamentos de actina,
quizd por su interaccién con microtubulos en desestabilizacién, lo cual es un proceso
reconocido en la formacion de los botones de regeneracién axonal y el dinamismo y
elongacidn a través de filopodios (Blanquie y Bradke, 2018). En nuestro estudio se utilizd en
dosis minimas, buscando explorar su efecto sin llegar a bloquear el efecto estabilizador del
Paclitaxel.

El estudio logré en primer lugar, estandarizar y dominar los aspectos técnicos del
modelo en ratdn, con sus detalles de manejo técnico, anestésico y de cuidados, lograndose
una pérdida aceptable de animales en transoperatorio 4.4%, muy aceptable cuando se
compara con otros estudios donde se reportan hasta un 15% de pérdidas transoperatorias
(Ahmed et al., 2019). Las pérdidas dentro de las primeras 72 horas, posiblemente como
consecuencia de alteraciones secundarias al trauma, fueron 4.4 %, también aceptable contra
otros reportes de pérdidas tempranas de hasta 10% (Ahmed et al., 2019). Las pérdidas tardias
posterior a 2 semanas, atribuibles a infeccion o posible toxicidad fueron del 8.8%, no hubo
casos de autofagia (autoingestién de cola o patas traseras), que se han descrito en modelos de
rata hasta en un 20% (Steward, 2017).

En cuanto a las escalas de evaluacién de discapacidad motora, se encontré una
correlacién positiva entre ambas escalas en todas las semanas, de la 1 a la 12, lo que indica
gue su valor como herramienta de evaluacion es similar si se realizan de manera cuidadosa
(Tabla 8 y Fig. 1 y 2). Encontramos la escala motora simplificada de Tarlov mas facil y
reproducible aln para personas con poca experiencia. Por otra parte, la escala BBB, puede
tornarse compleja para personal poco experto.

También se logré uniformidad en el grado de lesion producido con la seccién completa
y en la contusion moderada (Fig. 3 y 4). Insistimos en la importancia de utilizar una contusion
moderada para diferenciar la seccién completa de una lesion parcial por contusién, ya que si
la contusidn se realiza de manera severa, otros modelos han demostrado que se comportan

como seccién completa (Blanco et al., 2015).

72



Respecto a la recuperacién motora en los distintos grupos de tratamiento vs. controles
sin tratamiento, lo que constituye parte medular de nuestro trabajo, podemos comentar lo
siguiente:

Se logrdé evidenciar que todos los grupos de tratamiento tienen una recuperacion
mayor con valores estadisticamente significativos respecto a los grupos control sin
tratamiento. Esto fue mucho mas evidente en el grupo de seccion completa (Tablas 9, 11y Fig.
6, 9) donde todos los grupos superan con significancia estadistica a los controles. En los
grupos de contusidn, la diferencia fue estadisticamente significativa solo para los grupos con
combinacidn de trasplante de bulbo olfatorio y farmacos TA y TAC. Conjuntando casos de
seccién y contusién en el rubro de “lesién medular” de todos los grupos, tanto control sin
tratamiento como los de tratamiento, se hace visible la diferencia a favor de los tratados y
cobra significancia estadistica para todos los grupos de tratamiento (Tablas 13, 14 y Fig. 7, 11
y 13), conservando ligera ventaja los grupos de combinacion de trasplante de bulbo olfatorio y
3 farmacos (TAC), lo anterior indica que existe un claro sinergismo entre las modalidades
terapelticas empleadas, ya que cada una actla con su propio mecanismo, como estabilizacién
de citoesqueleto para Paclitaxel, estimulo del programa genético de regeneracion axonal para
Ambroxol, neurotrofismo y neutralizacién de factores inhibitorios del microambiente para las
células de glia olfatoria provenientes del injerto de bulbo olfatorio y probablemente accién de
Colchicina en el dinamismo de los filamentos de actina o accion antiinflamatoria en el
microambiente de cicatrizacion glial. Todo ello en concordancia con la tendencia actual de
combinar abordajes para un problema multifacético como lo es la seccién medular en su
fisiopatogenia (Griffin y Bradke, 2020).

En el cuadro siguiente (Tabla 17) presentamos un comparativo de nuestros resultados
con algunas series de lesién medular experimental tratada con PEG con reporte de

recuperacion motora:
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Tabla 17. Resultado de series de lesion medular experimental tratadas con polietilenglicol

Blanco et al., 2016 15 Rata /contusion PEG Sham /S/TX | -——-- 2.5/5 (48 h)
Borgens et al., 2000 20 Rata /contusion PEG S/TX 2/5 (60 dias)
Torres et al., 2021 10 Ratdn/seccion PEG Sham / S/TX 15/21 3.5/5 (12 sem)

Como podemos ver, tuvimos mejor resultado con escala simplificada de 3.5/5 en
seguimiento a 12 semanas, que Blanco y Borgens, llamando la atencién en la serie de blanco
gue sus resultados los reporta en recuperacion a 48 h, por lo cual dudamos de que realmente
se haya realizado contusidon moderada.

En el siguiente cuadro (Tabla 18), comparamos resultados con terapia de trasplante de

bulbo olfatorio solo o en combinacidn a farmacos (nuestras series).

Tabla 18. Resultados comparativos con implante celular solo o en combinacién con

farmacos

Torres et al., 2021 5 Ratén/contusion TBO Sham / S/TX 16/21 3.8/5 12 semanas
Torres et al., 2021 4 Ratdn/contusién TBO / TAC Sham / S/TX 18/21 4.3/5 12 semanas
Ramén-Cueto, 2000 9 Rata /seccion Celulas GEO Sham / S/TX -—--(12/21)* ----2-3/5 * 7 meses
Torres et al., 2021 4 Ratdn/seccidn TBO / TAC Sham / S/TX 16/21 3.8/5 12 semanas

TBO- trasplante de bulbo olfatorio  TAC (Taxol-Ambroxol-Colchicina) GEO (glia envolvente olfatoria cultivada)

. Ramédn-Cueto reporta resultados en la evaluacidén de escalada de pendiente, pero en sus descripciones, se podria promediar en

sus 9 ejemplares con tratamiento de injerto un BBB aproximado promedio de 12/21 y Tarlov de 2 a 3/5.

Como puede verse, la terapia combinada de trasplante de Bulbo con asociacién de 3

farmacos (Taxol-Ambroxol-Colchicina) presenta superioridad.
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También se ha propuesto por muchos autores el que el implante de bulbo olfatorio
integro, podria proporcionar una base celular extra con potencial neutrotrofismo o
neurogénesis per se. Por lo que el implante de células de GEO, pudiera ser de menor efecto.

Si comparamos solo los grupos TA vs. TAC (adicidn o no de Colchicina) vemos que en la
escala BBB, tanto en seccidon como contusién, y en la escala EM en seccién existe ventaja de
TAC sobre TA (Tablas 9 a 14 y Fig. 12 y 13) que aunque no muy llamativa resulta ser
significativa p<0.05 (Tabla 17), por lo cual se sigue proponiendo la asociacion de la Colchicina
a dosis baja, aun ante su tedrico efecto contrario a Paclitaxel, por lo que quedard definir sus
posibles y reales mecanismos en la lesidn axonal y medular. éEfecto antiinflamatorio?, Como
lo propone Vanhantalo y colaboradores desde 1998 con la inhibicién de dxido nitrosintasa;
é¢modulador de la dindmica de actina?, como lo propone Dubey et al. en 2018; ¢antifibrético?,
como lo han sugerido multiples estudios. (Colburn et al., 1999; Cougnon-Aptel et al., 1999).

Con la Informaciéon del video tracking podemos observar que a pesar de una
recuperaciéon de movilidad cuantificable por escalas EM Tarlov y BBB de manera significativa,
existe en todos los grupos un decremento importante de la distancia recorrida basal hacia la
semana doce, asi como una recuperaciéon de levantes en patas traseras bajo, apenas
promediando entre el 25 y el 50% (Fig. 18 y 19), por lo que el valor de esta medicidon nos
podria hablar de que la “calidad” o “fuerza” de dicha motricidad recuperada y medida en las
escalas aun no es la deseable y sin duda plantea la falta de “algo mas” que pudiera mejorarlo.
Ese “algo mdas” sin duda se llama rehabilitacion, un reciente trabajo de Torres-Espin y
colaboradores, empleando rehabilitacién complementaria en un modelo de seccion medular
en rata lo demuestra (Torres-Espin et al., 2018).

Los hallazgos histolégicos mostraron de alguna forma correlaciéon al resultado
funcional, ya que se observé un grado de mielinizacidon en nuevas fibras, traspasando el sitio
de lesidn, células de glia mielinizantes y mayor nimero de neuronas viables en los grupos con
tratamiento respecto al control, siendo semicuantitativamente mayores en los grupos que

asociaron trasplante de bulbo y farmacos asociados, TBO-TA y TBO-TAC.
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11. CONCLUSION

La asociacion de implante celular de glia envolvente olfatoria proveniente de bulbo
olfatorio heterélogo, asociado a Paclitaxel, Ambroxol y Colchicina, demostré recuperacion

funcional motriz en grado superlativo, ademas de sélida evidencia histolégica de

reconexion y regeneracién axonal en el modelo de ratén.
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Perspectivas:

Este estudio y sus hallazgos, abren una buena posibilidad de migracién a su aplicaciéon clinica,
demostrando que la asociacién de terapias que estén dirigidas a blancos terapéuticos
distintos en el proceso fisiopatolégico de la regeneracién axonal y la plasticidad de
reconexion, tanto celular como farmacoldgica, son el futuro de una terapia eficaz de

recuperacién del paciente con lesién medular.

El uso combinado de fdrmacos y su aplicacién parenteral, los hace totalmente
aplicables tempranamente en el momento agudo de una lesion medular. El criterio clinico
prevalente de una exploracion temprana (dentro de las primeras 24 h) de una lesién medular,
como lo recomiendan las guias clinicas de la ASIA, haria también al implante de células de glia
envolvente olfatoria viable y practico. Una necesidad pronta es desarrollar la disposicién de
células de glia preservadas en banco, para su disposicién expedita y factible en una lesién
aguda. Ya sea con un banco de bulbos olfatorios criopreservados de origen cadavérico o el

desarrollo de cultivos de células inmortalizadas de glia envolvente olfatoria.
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| 13. ANEXOS

I 13.1 Oficio de aprobacion por el Comité de Bioseguridad y Bioética del IIQB-UMSNH

INSTITUTO OF WWESIGACIONES
CUWICO BCr OB AY

Morelia, Michoacan, México
1° de Marzo de 2021

A quien corresponda:

Por este medio informo a usted que el proyecto de investigacion titulado:
“Terapia celular regenerativa con coadyuvancia farmacologica multiple para la
recuperacion motora en un modelo de seccion medular aguda en roedores”, fue
aprobado por el Comité de Bioseguridad y Bioética del Instituto de Investigaciones
Quimico Biologicas, Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (fecha de
aprobacion: 15/10/2019; Protocolo No.-HQB-CIBE-02-2019). Esta investigacion
cumple con los lineamientos de la Nosma Oficial Mexicana NOM-082-Z00-1999
(SAGARPA) “Especificaciones técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio”, W )

Agradezco de antemano |a atencion a la presente.
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Dr. José Lopez Bucio
Presidente del Comité de Bioseguridad y Bioética
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
e-mail: bucio@umich.mx
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