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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé una revision bibliografica sobre terapia celular basada
en células madre mesenquimales (CMM) aplicadas a lesiones de médula espinal en
caninos. A su vez, para una mejor comprension del tema se planteé un breve
recordatorio anatémico, fisiolégico y patolégico sobre el sistema nervioso, haciendo
énfasis en el sistema nervioso central y en la fisiopatologia del trauma medular.
Sumado a esto, se describieron las enfermedades caninas mas comunes propensas
a ocasionar dafio medular, asi como métodos diagnosticos. En la actualidad los
tratamientos disponibles no siempre alcanzan los resultados deseados, los tiempos
de recuperacion son prolongados y la regeneracion del tejido dafiado no es posible;
por lo cual surge la necesidad de encontrar nuevas terapias alternativas. En esta tesis,
con el objetivo de estudiar la seguridad y eficacia terapéutica se seleccionaron
articulos cientificos actuales relacionados con la aplicacion de terapia celular en
lesiones medulares (LME) tanto inducidas como naturales. Las consideraciones
finales de la exhaustiva revision nos indica que debido a que la terapia con CMM se
encuentra aun en fase experimental, a pesar de tener prometedores resultados,
presenta aun grandes obstaculos que no permiten su aplicacion en la clinica diaria.
Las principales limitaciones encontradas son la estandarizacion de diversos
parametros como el tipo y cantidad de células, asi como la via y momento de
administracion. Estas son algunas de las interrogantes que aun estan en estudio.
Otras interrogantes son qué tipo de pacientes se beneficiarian con estas terapias, cuél
es su eficacia y si deben ser combinadas con otras terapias. Por ultimo, se encuentra
un campo emergente en la medicina regenerativa, si bien es cierto que se podrian
obtener beneficios, aun requiere generar mas evidencia cientifica con ensayos clinicos
experimentales sobre la terapia celular en LME en caninos para estandarizar su
aplicacion, determinar su eficacia y seguridad en detalle.

11



SUMMARY

This work consisted in a bibliographic review about cellular therapy based on the
application of mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) on spinal cord injuries in dogs.
Additionally, in order to improve the comprehension of the topic, a brief anatomical,
physiological and pathological description of the nervous system with focus in the
central nervous system and the pathophysiology of spinal cord trauma was performed.
Furthermore, we described the most common canine diseases that can cause spinal
cord injury as well as their diagnostic approach. Nowadays the treatment options that
are available for these diseases do not always achieve the expected outcomes; the
recovery periods are long, and regeneration of the damaged tissue is not possible.
Therefore, new alternative therapies are needed. In this thesis, we selected articles
published in the past few years related to the application of cellular therapy on natural
or induced spinal cord injuries (SCI) with the goal of studying their safety and
therapeutic efficacy. Additionally, the final considerations of this exhaustive review
points towards the fact that because MSC therapies are still in experimental phases,
even if they have promising results, they still have important obstacles that do not allow
its use in the daily clinical practice. The main limitations founded are the lack of
standardization of several parameters such as, the type and amount of cells as well as
its route and time of administration; this are the inquiries that are still being studied.
Other questions are, what kind of patients benefit from the use of these therapies?
what is the efficacy? and, do need to be combined with other therapies? Finally, an
emergent field can be found in the regenerative medicine. While it is true that it could
lead to benefic results, in order to standardize the application and determine its efficacy
and safety in detail, it still needs to generate more scientific evidence by means of
clinical experimental studies about cellular therapy on SCI in dogs.
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INTRODUCCION

Las enfermedades neurolégicas son una de las principales causas de muerte en
perros adultos (Fleming, Creevy y Promislow, 2011 y O’Neil, McGreevy, Thomson y
Brodbelt, 2013). Existen diversas neuropatologias en los caninos domésticos; de
acuerdo a su etiologia, es posible clasificarlas utilizando la regla nemotécnica
“VITAMIN D”, en patologias vasculares, idiopaticas, traumaticas/toxicas, anomalias
congénitas, metabdlicas, infecciosas y/o inflamatorias, neoplasicas/nutricionales y
degenerativas (Pellegrino, 2014). Por otra parte, de acuerdo a la region que afectan,
pueden dividirse en aquellas que impactan sobre el sistema nervioso central (SNC) o
sobre el sistema nervioso periférico (SNP). Aquellas que afectan el SNC pueden, a su
vez, subclasificarse en dos categorias: encefalicas y medulares (Casallas, Duran,
Pacheco y Rueda, 2018). Las patologias medulares son las patologias del SNC con
mayor prevalencia en caninos a nivel nacional (Mondino, Piaggio, Loureiro,
Vasconcellos y Delucchi, 2015) y regional (Pellegrino, 2011). Estas enfermedades,
pueden llevar a una pérdida transitoria 0 permanente de las funciones viscerales
(Wang, et al. 2017). Independientemente de su causa suelen presentar una amplia
gama de sintomatologia clinica, muchas veces devastadora, que va desde la
presencia de dolor leve a la posible paresia o paralisis de los cuatro miembros y/o
incontinencia urinaria y fecal (Coates, et al. 2012; Dewey y Da costa. 2016). Esto
conlleva a que muchos pacientes permanezcan parcial o completamente
dependientes fisicamente de sus propietarios por el resto de sus vidas (Sulla, Balik,
Hornak y Ledecky, 2018). Las lesiones traumaticas de la médula espinal (ME) son las
patologias que ocurren con mayor frecuencia en caninos (Wang, et al. 2017; Webb,
Ngan y Fowler, 2018). Dentro de ellas, las causas principales son los traumas
producidos por hernias de discos intervertebrales debidas a cambios degenerativos
de los mismos y por fuentes externas como, por ejemplo, accidentes automovilisticos
(Bruce y col. 2008; Wang, et al. 2017). Dado que, mediante la instauracion de los
tratamientos tradicionales muchas veces no se obtienen los resultados deseados,
surge la necesidad de generar nuevas opciones terapéuticas. Una alternativa o
complemento para las terapias tradicionales que resulta prometedora es la medicina
regenerativa, principalmente el empleo de células madre mesenquimales (CMM), del
inglés mesenchymal stromal/stem cells — MSCs, u otros progenitores neuronales
(Khan, Mafi y Mafi, 2017). El potencial terapéutico de las CMM esta dado por las
siguientes propiedades: 1) capacidad de diferenciacion en linajes mesodérmicos y
también en células del ectodermo, como neuronas, por el fendmeno de
transdiferenciacion; 2) inmunomodulacion en el sitio de lesion y la capacidad de
suprimir o disminuir la inflamacion; 3) regulacién de la regeneracion tisular (Khan, et
al. 2017; Wu, et al. 2018).
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Realizar una revision bibliografica sobre nuevas opciones terapéuticas basadas en el
uso de CMM u otro progenitor celular para el trauma medular en caninos.

2.1.1. Objetivos especificos

a) Describir la fisiopatologia, signos clinicos como diagndstico y tratamientos
tradicionales del trauma medular a consecuencia de patologias mas
frecuentes en caninos destacandose la enfermedad de disco intervertebral
como las fracturas y/o luxaciones vertebrales.

b) Realizar una revision bibliografica sobre la aplicacion de terapia celular en
lesiones de médula espinal inducidas y naturales en caninos para conocer
los aspectos de eficacia y seguridad terapéutica.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Sistema Nervioso (SN)

El sistema nervioso es un sistema muy complejo, que tiene la responsabilidad de
regular las reacciones de supervivencia de cada especie. Si bien constituye un Gnico
sistema, es dividido para su estudio en sistema nervioso central (SNC), formado por
encéfalo y médula espinal (ME), y en sistema nervioso periférico (SNP), integrado por
fibras nerviosas craneales, espinales y autonomas con sus ganglios asociados. Las
células que componen al SN pueden dividirse en dos grandes categorias; neuronas y
células de soporte que constituyen la neuroglia o glia (De Lahunta, Glass y Kent, 2015;
Dyce, Sack y Wensing, 2007).

3.1.1. Desarrollo del SN

Durante la embriogénesis se forman tres capas germinales, que daran origen a todos
los tejidos y 6rganos; ectodermo, mesodermo y endodermo (Uemura, 2015). EI SN
aparece muy tempranamente durante el proceso de neurulacibn como un
engrosamiento del ectodermo, denominado placa neural o neuroectodermo, que se
ubica dorsalmente a la notocorda a lo largo del embrion. Este proceso ocurre por
induccion neural de la notocorda y del mesodermo. La placa neural, comienza a
invaginarse a lo largo de su eje formando el surco neural, hasta que los extremos
laterales se fusionan centralmente formando el tubo neural (Figura 1) (Sanes, Reh 'y
Harris, 2012). La fusion comienza en el centro del tubo neural, los extremos abiertos
del tubo neural son llamados neuroporos (De Lahunta, et al. 2015). Por otra parte, la
placa neural y el ectodermo inducen a las células ectodérmicas a desarrollar
caracteristicas mesenquimatosas formando la cresta neural, a partir de la cual se
originara el sistema nervioso periférico y autbnomo (Mancini, Milh y Chabrol, 2015).

A C 4 \\
Placa 4 d \ D
~7  neural ™ -
Cresta
-~ Ectodermo neural
Tubo
Neuroectodermo O — fisioconia @ neural ©

Canal
neural

Figura 1. Etapas del desarrollo embrionario del Sistema Nervioso. El proceso ocurre
a partir del engrosamiento del neuroectodermo, luego su invaginacién central da
origen a la placa neural. La notocorda forma el esqueleto axial del embrién que
perdura hasta la formacion de las vértebras (A). Se forma el surco neural y pliegues
laterales del ectodermo (B) que da lugar al tubo neural y canal neural a ambos
costados esté la cresta neural (C). Elaboracion propia basada en imagenes de Sanes,
et, al. 2012.
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A partir del cierre de los neuroporos, quedaran determinadas las dos grandes
divisiones del sistema nervioso central. Por un lado, el extremo anterior o cefélico
originard las tres vesiculas primarias que daran origen al encéfalo (Cunningham y
Klein, 2009). Estas son; el cerebro anterior o prosencéfalo, el cerebro medio o
mesenceéfalo y el cerebro posterior o rombencéfalo (Bayona, 2012). A partir del
proencéfalo se origina el telencéfalo (corteza cerebral, ganglios basales, sistema
limbico) y diencéfalo (tdlamo, hipotalamo, neurohipofisis), el mesencéfalo continta
como tal, el romboencéfalo se diferencia en metencéfalo (cerebelo y protuberancia) y
mielencéfalo (bulbo raquideo) (De Lahuta, et al. 2015). Por otro lado, el extremo
posterior del tubo neural dara lugar al cordén espinal (Uemura, 2015).

El ectodermo del tubo neural estd compuesto por un epitelio pseudoestratificado, con
células con gran actividad mitética que se diferencian en neuroblastos (células
precursoras de neuronas) y espongioblastos (precursores de las células gliales) (De
Lahunta, et al. 2015). Esta organizado en tres capas; en la mas interna, la capa
ependimal, ocurre la mitosis de células neuroepiteliales de las cuales algunas
permanecen para tapizar el cerebro y la médula espinal adulta y la mayoria migran
hacia la capa media o manto donde se diferencian en neuronas o glia. Las neuronas
envian sus axones fuera del lumen del tubo, formando la capa externa o marginal, una
zona pobre en células. La zona del manto formara luego la sustancia gris, y la zona
marginal la sustancia blanca (Bayona, 2012; Sanes, et al. 2012).

La mayoria de las neuronas se establecen antes del nacimiento, una vez que una
neurona madura no vuelve a sufrir mitosis y persiste durante toda la vida del animal.
Por lo tanto, la vida adulta esta marcada por una disminucién gradual de su niamero
(Dyce, et al. 2007). Sin embargo, se ha comprobado que nichos de células
progenitoras permanecen en la vida postnatal como reserva para la neurogénesis
adulta. Antes del nacimiento, células madre neurales (CMN) y precursores neurales
presentes en la pared de los ventriculos laterales dan origen a neuroblastos y células
de la glia radial que migran hacia la zona subventricular rostral e hipocampo. Estas
células podran diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos en la adultez
(Amrein y Lipp, 2009; De Lahunta, et al. 2015; Duan, et al. 2016; Kempermann, 2015;
Orechino, et al. 2018). Las regiones del sistema nervioso con capacidad neurogénica
en la adultez varian segun especies; en roedores por ejemplo predomina en el
hipocampo (Kempermann, 2015), mientras que en primates y caninos los nichos se
encuentran principalmente en la zona subventricular rostral del encéfalo (Orechino, et
al. 2018). Ademas, en la médula espinal, se ha demostrado la existencia de tres tipos
de células progenitoras neurales: los progenitores de astrocitos, los progenitores de
oligodendrocitos y las células ependimales. Sin embargo, los progenitores de
oligodendrocitos y astrocitos, como su nombre lo indica, no son multipotentes, por lo
tanto, dan origen solamente a oligodendrocitos y astrocitos respectivamente. Las
células ependimales progenitoras, por el contrario, poseen potencialidad neurogénica,
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pero, tras lesiones en la médula espinal tienden a diferenciarse en glia y no en
neuronas (Hachem, Mothe y Tator. 2020; Habib, et al. 2016).

3.1.2. Caracteristicas anatomo-fisiologicas del SN del perro (Canis familiaris)

El sistema nervioso, como fue expresado anteriormente, se divide para su estudio en
2 regiones principales; el SNC que consiste en el encéfalo y la médula espinal; y el
SNP formado por doce pares de nervios craneales y nervios espinales, asi como por
sus ganglios asociados. EI SNP permite al SNC comunicarse con todos los tejidos
corporales. ElI SNC esta formado por 2 tipos principales de células, las neuronas y las
células gliales. Las neuronas son la unidad funcional basica del SN, son células
altamente especializadas para la sefializacion eléctrica a través de largas distancias
(Dyce, et al. 2007). Son células excitables capaces de recibir e integrar informacion a
partir de receptores sensoriales y transmitir informacion a otras neuronas u 6rganos
efectores mediante sinapsis. Existen tres tipos de neuronas, las neuronas sensitivas,
aguellas que transportan informacion desde receptores celulares en &rganos
sensoriales a otras neuronas, las motoneuronas las cuales transmiten informacion
desde el eje neural hasta musculos somaticos o viscerales y las interneuronas quienes
generan conexiones entre neuronas mediante cortos axones (Thomson y Hahn,
2012).

La mayor parte de la comunicacién entre neuronas y de éstas a 6rganos efectores,
ocurre mediante sinapsis quimicas, con la participacion de neurotransmisores (NT)
(Velayos y Diéguez, 2015). Estos, son sustancias quimicas que se encuentran dentro
de vesiculas presinapticas que se liberan mediante estimulos a la hendidura sinaptica,
para unirse a receptores presentes en la membrana postsinaptica donde ejercen su
accion excitatoria o inhibitoria. El principal NT inhibitorio del SNC es el GABA, mientras
que el glutamato es el principal excitatorio (Rubio y Boggio, 2015). Ademas,
encontramos a la glicina, otro NT inhibitorio, principalmente del tronco encefalico y
médula espinal, implicado en la coordinacién de respuestas reflejas, procesamiento
de sefales sensoriales y sensacion de dolor (Zafray Giménez, 2008). Los axones son
las proyecciones de las neuronas que permiten la comunicacion entre células
excitables y se encargan de conducir el potencial de accion. Algunos de ellos
presentan vaina de mielina que les confiere una rapida accién, con mayor eficiencia
energética y mayor velocidad de transmisién. La mielina previene el intercambio i6nico
necesario para la despolarizacion de la membrana celular y la generacion del potencial
de accion, por lo tanto, en los axones mielinicos, el potencial de accién se transmite
de forma saltatoria por interrupciones de la mielina a intervalos regulares conocidas
como nodos de Ranvier. Otros axones carecen de mielina y si bien son capaces de
conducir el potencial de accion éste es conducido a menor velocidad y con mayor
gasto energético (Thomson y Hahn, 2012). Las células gliales, si bien no son capaces
de transmitir sefiales eléctricas, cumplen funciones esenciales de sostén, defensa y
nutricion a las neuronas, asi como también modulan la excitabilidad neuronal y la
transmision sinaptica (Douglas y Stevens-Graham, 2002; Purves, et al. 2004).
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Todo el SNC esta recubierto por tres capas de tejido conectivo derivadas de la cresta
neural y parte del mesodermo conocidas como meninges (Figura 2). Estas, a
diferencia del resto del SN, tienen un origen mesenquimal. La duramadre es la capa
mas gruesa y externa, se encuentra fusionada al periostio en estrecha asociacion con
la cavidad craneana, a nivel de las dos primeras vértebras cervicales se separa del
periostio por tejido conjuntivo laxo y tejido adiposo (De Lahunta, et al. 2015).
Alrededor del encéfalo, la duramadre da origen a membranas que separan regiones
encefalicas entre si (Decimo, Fumagalli, Berton, Krampera y Bifari, 2012; Haines y
Mihailoff, 2018). La membrana intermedia, la aracnoides, es una membrana celular
fina que esta unida a la duramadre suprayacente. Recibe este nombre porque envia
trabéculas a la membrana mas interna, la piamadre, que recuerdan a una tela de
arafa. El espacio que recorren estas trabéculas es llamado espacio subaracnoideo.
En este espacio se encuentran gran cantidad de vasos sanguineos y el liquido
cefalorraquideo (LCR) producido por los plexos coroideos (Cunningham y Klein, 2009;
Haines y Mihailoff, 2018; Konig y Liebich, 2008) a través de una ultrafiltracion selectiva
del plasma sanguineo (De Lahunta, et al. 2015). Por ultimo, la piamadre, se encuentra
en intimo contacto con el encéfalo y la médula espinal y acompafia todos sus surcos
y elevaciones. La aracnoides y piamadre son también conocidas como leptomeninges
(Haines y Elden, 2018).

La funcién principal de las meninges y LCR es la proteccidén del SNC, se encargan de
mantener estable el entorno neuronal proporcionando micronutrientes y transportando
desechos metabdlicos hacia el exterior; también absorben fuerzas en movimientos
bruscos del cuerpo y amortiguan impactos que podrian causar lesiones (De Lahunta,
et al. 2015). Se comprobd la existencia de nichos celulares con potencialidad
neurogénica en las meninges, que podrian actuar como precursores enddégenos que
contribuyen a la recuperacion del SNC tras una lesién (Decimo, et al. 2012).
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Figura 2. Estructura de las meninges. Elaboracion propia basada en imagenes de
Haines y Mihailoff, 2019.

El encéfalo puede ser dividido en tres regiones principales: el telencéfalo (hemisferios
cerebrales), el cerebelo (metencéfalo dorsal) y el tronco encefélico que conecta con
la médula espinal. Este ultimo, estd compuesto por el mielencéfalo (médula oblonga),
el metencéfalo ventral (puente), el mesencéfalo o cerebro medio y el diencéfalo
(talamo e hipotalamo) (Cunningham y Klein. 2009; De Lahunta, et al. 2015). Cada una
de estas regiones posee una compleja estructura interna; por ejemplo, cada
hemisferio cerebral, posee una superficie exterior, la corteza cerebral (sustancia gris)
compuesta por varias capas celulares. Ademas, internamente a la corteza, existen
grandes cantidades de sustancia blanca subcortical junto con algunos agregados de
sustancia gris que forman los nucleos basales y la amigdala (Haines y Mihailoff, 2019).

El diencéfalo es el centro del encéfalo, esta compuesto por el talamo e hipotalamo los
cuales consisten en conjuntos de pequefios nucleos celulares. El tAlamo se encarga
de modular la informacién que llega a la corteza cerebral y el hipotdlamo mantiene la
homeostasis mediante la regulacion del sistema nervioso auténomo y el control
hormonal de la hipdfisis mantiene la homeostasis. El mesencéfalo es importante para
el procesamiento y la transmision de la informacién visual y auditiva que ingresa al
cerebro, ademas, controla movimientos oculares (De Lahunta, et al. 2015). El tronco
encefalico se encuentra encargado de controlar diversas funciones esenciales para la
vida; en primer lugar, controla los estados de consciencia ya que en €l se encuentra
la formacidn reticular, quien origina el centro reticular activador ascendente encargado
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de activar la corteza cerebral, permitiendo la vigilia, la respuesta frente a estimulos y
los procesos atencionales. Ademas, el tronco encefalico controla diversas funciones
vegetativas, por ejemplo, la actividad cardiovascular y respiratoria, la funcién salival,
el vomito, entre otras. Adicionalmente, colabora con el cerebelo en la integracién de
movilidad, postura y equilibrio (Uemura, 2015).

Por otra parte, la ME, puede ser dividida en segmentos que se relacionan a pares de
nervios espinales en: 8 segmentos cervicales, 13 torécicos, 7 lumbares, 3 sacros y 5
caudales, un conjunto de terminaciones de raices nerviosas que forman la cauda
equina (Robbins, et al. 2010). El tamafio de los segmentos depende del volumen del
tejido al que inervan; por ejemplo, la inervacion de los miembros toracicos y pélvicos
determina un incremento en sustancia blanca y cuerpos neuronales conocidos como
intumescencia cervicotoracica ubicada entre C6-T2 y la intumescencia lumbosacra en
L4 - S3 respectivamente. La ME se encuentra protegida por la columna vertebral
formada por un conjunto de vértebras, 7 cervicales (C1-C7), 13 toracicas (T1-T13), 7
lumbares (L1-L7) y 3 sacras (S1- S3) (Dyce, Sack y Wensing, 2007) (Figura 3). La
mayoria de los segmentos espinales se encuentran ubicados cranealmente a la
vértebra del mismo nombre. En perros de razas medianas a grandes la médula espinal
termina a nivel de las vértebras L6-L7 mientras que en perros pequefios ocurre un
espacio vertebral mas hacia caudal (Dewey y Da Costa, 2015).

Vertebras cervicales

Vertebras toracicas

Vertebras lumbares

lllll!_lluxﬁ Sacro

T1- T13 L1-L7 S1-S3

C1-C7

Figura 3. Columna vertebral canina, clasificacion de tipos vertebrales y sus
segmentos. Elaboracion propia.

Los cuerpos vertebrales de C2 a S1 y todas las vértebras coccigeas estan
interconectadas por discos intervertebrales (DIV). Los DIV proporcionan estabilidad a
la columna vertebral al unir las vértebras, ademas de permitir el movimiento. A su vez,
protege a la médula espinal y facilita la salida y entrada de nervios periféricos. Cada
DIV esta formado por 4 regiones: nucleo pulposo central (NP), zona de transicion
(ZT), anillo fibroso (AF) y las placas terminales cartilaginosas (PT). EI NP es una masa
gelatinosa ubicada dorsalmente dentro del DIV y limitado por la ZT, formado hasta en
un 88% por agua en animales jovenes. Deriva de la notocorda y en el proceso de
maduracion a medida que el individuo crece, las células notocordales son
reemplazadas por células similares a condrocitos. Sus componentes celulares
producen colageno tipo Il y proteoglicanos formados por glicosoaminoglicanos (GAGS)
como el condroitin-6-sulfato y queratan sulfato, a este complejo se le agrega el acido
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hialurénico formando agregados de alta presion osmética motivo por el cual el NP
retiene agua, proporcionando estabilidad y proteccion frente a fuerzas compresivas
(Fenny Olby, 2020). Esta encargado de regular la presion osmoética del DIV, absorber
y resistir cargas principalmente en movimientos y compresiones axiales. La TZ es la
transicion entre el NP y el AF, es una matriz fibrosa formada por condrocitos y
fibrocitos a medida que se acerca al AF. El AF se caracteriza por la formacion de
laminillas concéntricas de fibrocartilago, se lo puede dividir en AF interno, formado
principalmente por condrocitos, se une a las placas terminales cartilaginosas y el AF
externo, formado por cantidades crecientes de colageno tipo I, sobre los huesos
vertebrales adyacentes. También esta formado por agua, aunque en menor medida
(60%) siendo mas rigido y menos flexible, su funcion es estabilizar y proteger al NP
de fuertes presiones. Ninguna de las estructuras previamente mencionadas cuenta
con irrigacién sanguinea. Unicamente el anillo externo del AF tiene una ligera
inervacion. Las PT son ligamentos longitudinales, dorsal y ventral que fijan los DIV a
las vértebras adyacentes, manteniéndolos en su lugar, a su vez se encargan de
absorber impactos y se nutren por 6smosis y difusion a través de una rica red vascular
proveniente de arterias epifisarias. Los DIV presentan un espesor menor en su porcion
dorsal, la cual contacta con el canal medular, siendo ésta una zona susceptible al dafio
(Bergkunt et al. 2013; Fenn y Olby, 2020; Smolders, et al. 2013).

Al corte transversal se distinguen dos zonas: la sustancia gris (SG) y la sustancia
blanca (SB). Ademas, cada zona de la ME puede dividirse funcionalmente, el cuerno
de la SG puede hacerlo en hasta 10 regiones mientras que la SB puede dividirse en
mas de una docena de areas (Thomson y Hahn, 2012). La SG se encuentra en el
interior, en forma de H o ‘mariposa’, formada por un asta dorsal (sensitiva) y un asta
ventral (motora). A nivel de los segmentos espinales toracicos y lumbares existe una
pequefia asta lateral formada por los cuerpos neuronales de neuronas
preganglionares del sistema nervioso simpéatico. La SB rodea a la SG y esta formada
por axones mielinicos agrupados en tres cordones o funiculos; dorsal, lateral y ventral
(Dewey y Da Costa, 2015). La SB consiste en fibras nerviosas aferentes que provienen
de las raices dorsales y eferentes que forman las raices ventrales de los nervios
espinales y grupos de fibras organizadas longitudinalmente. El sistema motor esta
formado por neuronas motoras superiores (NMS) que organizan y dirigen la actividad
de neuronas motoras inferiores (NMI) (Thomson y Hahn, 2012). Las NMS se
encuentran en su totalidad en el SNC, sus somas se ubican en ndcleos motores del
tronco encefalico y prosencéfalo y sus axones se conectan con NMI mediante sinapsis
directas o indirectas por interneuronas. Los cuerpos neuronales de las NMI se ubican
principalmente en la sustancia gris de la ME, en las intumescencias cervicotoracicas
y lumbosacras, pero también pueden encontrarse en el tronco encefalico. Sus axones
forman nervios espinales y craneales. Los nervios espinales se proyectan hacia a
organos efectores, se encargan de inervar musculos, generar el tono muscular y
participar en los reflejos espinales (Figura 4) (Cunningham y Klein, 2009; Dewey y Da
Costa, 2015; Thomson y Hahn, 2012).
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Figura 4. Localizacidén de los componentes del circuito motor. Elaboracion propia.

El SN recoge informacidn sensitiva interna o externa mediante receptores del SNP,
fibras nerviosas aferentes sensitivas la transmiten, ésta se integra en diferentes
niveles hasta alcanzar el dltimo escalon que es la corteza cerebral del SNC quien
planifica y envia respuestas motoras (Garcia, et al. 1995). Por otra parte, fibras
nerviosas eferentes motoras transmiten la informacion hacia érganos efectores como
glandulas y masculos y asi el SNP ejecuta una respuesta final (Dyce, Song y Wensing,
2007; Pellegrino, 2010). La informacién sensorial se transmite a la ME, en primera
instancia es donde es procesada y modulada antes de ser enviada al encéfalo, para
recibir luego de éste érdenes motoras (Cunningham y Klein, 2009; Garcia, et al. 1995).
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3.3 Fisiopatologia del trauma medular agudo (TMA)

El TMA abarca multiples mecanismos que generalmente pueden solaparse, como:
laceraciones, compresiones con isquemia o sin ésta, contusiones y conmociones
(Feliu-Pascual y Jiménez, 2016a). Puede ocurrir tanto por agentes exdgenos
(accidentes automovilisticos, heridas de armas de fuego o armas blancas, como por
agentes enddgenos (hernias discales) (Hayta y Elden 2018). El mecanismo mas
comun es la compresion persistente, la cual suele ser causada por fragmentos 6seos
producto de fracturas con estallido del cuerpo vertebral, por hernias discales o
luxaciones (Pellegrino, 2014; Hayta y Elden, 2017).

La injuria medular ocurre por dos mecanismos principales, el dafio primario y el dafio
secundario. El primario consiste en el dafio inmediato provocado por un trauma como
compresion, contusion o laceracién sobre la médula espinal. El tipo de dafio mecénico
principal tiene un efecto significativo sobre el desarrollo del dafio secundario, difiriendo
de acuerdo a la extension y gravedad de lesion (Hilton, Moulson y Tetzlaft, 2016). La
rotura de las membranas celulares altera la perfusion medular desarrollandose
hemorragia, edema y consecuentemente isquemia. La reduccion de la actividad
metabdlica produce una reduccion del oxigeno que determina una lesién neuronal y
glial generalizada. Debido a la mayor vascularizacion y requerimientos metabolicos de
la SG y por lo tanto mayor sensibilidad a la isquemia con respecto a la SB, el dafio
primario afecta en mayor medida a la SG (Dumont, et al. 2001).

El dafio secundario, por otra parte, es progresivo, y causado por diversos mecanismos
que resultan en muerte o apoptosis neuronal, glial y degeneracion axonal que puede
durar meses e incluso afios. Mientras el dafio primario afecta inicamente el sitio de
lesion, el secundario tiende a extenderse a segmentos adyacentes de la médula
espinal (Hayta y Elden, 2017; Rust y Kaiser, 2017; Olby, 2010). Consiste en una
cascada de eventos secundarios que pueden provocar una expansion de la
destruccion tisular generando en ocasiones un dafio mayor que el causado por la
injuria primaria. La evolucién del cuadro determina que la zona necrotica central se
vuelva quistica o forme una cicatriz glial (Ahuja, et al. 2017).

El dafio secundario se desencadena inmediatamente posterior al dafio primario y es
casi imposible pensarlos de forma separada, podemos dividir la fisiopatologia de la
lesion medular en tres etapas: fase aguda (0 a 48 hs), fase subaguda (48 hs - 2
semanas) y la fase crénica. La fase aguda se caracteriza por alteraciones en la
permeabilidad de las membranas celulares que determinan procesos especificos.
Primero ocurren cambios vasculares, se caracterizan por una caida en la perfusion de
la médula espinal dada por hemorragias petequiales en las primeras 24 horas de
ocurrida la lesion que conlleva a una hipoxia celular. La sangre puede acumularse y
formar hematomas que provocan compresion de la médula espinal generando una
mayor disrupcion del flujo arterial y venoso y por lo tanto del aporte de oxigeno. La
bomba NA-K ATPasa dependiente de energia se ve afectada en su funcionamiento,
ocasionando un acumulo masivo de Na+ intracelular lo que deriva en edema
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citotoxico. A su vez, las neuronas y oligodendrocitos dafiados liberan glutamato en
altas cantidades (principal neurotransmisor excitador del SNC) que se acumulan en el
espacio extracelular ya que su recaptacion también es dependiente de la bomba de
Na-K ATPasa. El acumulo de glutamato determina un aumento de calcio intracelular
gue empeora el edema y activa a las enzimas caspasas encargadas de la necrosis y
apoptosis. Dicho fenbmeno se conoce como excitotoxicidad y tiene como resultado la
muerte celular. Adicionalmente, ocurre una importante formacién de radicales libres
del oxigeno, la cual es maxima las primeras 12 horas de ocurrida la lesion y sus niveles
se mantienen elevados por una semana. Estos, dafian las membranas celulares
gliales y neuronales por peroxidacion lipidica, oxidan proteinas y acidos nucleicos e
inhiben la respiracion mitocondrial ayudando en el proceso de la muerte celular (Olby,
2010).

Por ultimo, existe una expresion de citoquinas proinflamatorias desregulada con falta
o retraso en la aparicién de citoquinas antiinflamatorias, que se cree que contribuyen
al desarrollo del dafio primario y progreso a la lesién secundaria. El dafio secundario
ocurre por la activacion temprana de células microgliales que liberan citoquinas
proinflamatorias, principalmente IL-6, IL-8 y TNF, a su vez, producen o6xido nitrico, el
neurotransmisor encargado de la atraccién y reclutamiento celular. Ocurre también,
un aumento de las metaloproteasas (MMP) que ocasionan un aumento de la
permeabilidad de la barrera hematomedular favoreciendo la infiltracién celular. En
conjunto, la LME en etapa aguda, esta dominada por un microambiente
proinflamatorio con expresion de moléculas que inhiben la regeneracion del tejido
nervioso dafiado (Spitzbarth, et al. 2020).

A la media hora de ocurrido el trauma medular lo primero en observarse es la microglia
activada e hipertrofiada, envolviendo axones dafiados. Los neutréfilos son los
primeros en llegar a las 5 horas de ocurrida la lesion, a las 12 horas el infiltrado esta
compuesto en un 90% por neutréfilos y su pico maximo se da a las 24 horas, pero
permanecen hasta por una semana. Los macrofagos sanguineos (monocitos) llegan
mas lentamente, primero concentrandose en las paredes de los vasos sanguineos
para posteriormente observarse en el parénquima medular, a los 4 dias estan en su
pico maximo. A los 7 dias del trauma no se pueden diferenciar los macréfagos
periféricos de la microglia activa local y son estas células las que permanecen por
semanas incluso meses, hasta los 8-12 meses aun estan presentes macréfagos
fagocitados en regiones periféricas de sustancia blanca, lo que podria estar indicando
el abandono del SNC. A las semanas incluso meses aparecen linfocitos Ty B en
pequeias cantidades, principalmente linfocitos T. El entorno comienza a estabilizarse,
los restos necroticos se eliminan por macréfagos, los astrocitos restantes presentes
en el borde de la lesion se hipertrofian formando una cavidad quistica, la cicatriz glial.
Si las meninges se dafan la cavidad quistica se llena de fibroblastos y la cicatriz glial
es de mayor densidad (David, Lopez-Vales y Yong, 2012).
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La inflamacion es un proceso autolimitante que comienza a disminuir cuando hay un
cambio en las citoquinas implicadas en el proceso, de proinflamatorias a
antiinflamatorias, el objetivo de esto es permitir la regeneracion del tejido dafiado y
por lo tanto la formacién de una cicatriz, lo que ocurre en el SNC es que la capacidad
de regeneracion axonal y la reposicion de neuronas dafiadas es limitada, por lo que
el proceso inflamatorio no termina de forma rapida y las citoquinas proinflamatorias
contindan actuando y el dafio extendiéndose. Se sabe que a medida que las células
inflamatorias periféricas llegan a la médula espinal las citoquinas proinflamatorias
comienzan a disminuir, pero vuelven a tener un segundo pico entre las 2 y 4 semanas
y es cuando se las asocia con desencadenar la muerte neuronal y de oligodendrocitos
dafiados, como también a la desmielinizacion de axones intactos (David, et al. 2012).
El dafio axonal es la evidencia histopatoléogica méas frecuente de LME caninas
naturales y se lo relaciona directamente a déficits motores observados en la clinica.
Los axones dafiados se dilatan y desencadenan la desmielinizacion secundaria de
axones sanos adyacentes ocasionando deficiencias en los mecanismos de transporte.
Por lo tanto, el dafio axonal es un fendmeno progresivo que no se limita al epicentro
de la lesién, sino que se disemina hacia craneal y caudal de la misma (Spitzbarth, et
al. 2020).

Es debatido si la inflamacién es un fendmeno beneficioso o perjudicial durante el TMA.
Su principal objetivo es evitar el desarrollo de infecciones, eliminar desechos celulares
y limpiar el entorno para una posible regeneracion axonal. En etapas tempranas
repara la permeabilidad vascular impidiendo su propia propagacién y por lo tanto de
la lesion. El inconveniente es que permanece activa por largos periodos de tiempo,
tendiendo a cronificar la enfermedad, limitando la regeneracién axonal, causando
pérdida neuronal, dafio axonal, muerte de oligodendrocitos y desmielinizacion (Allen
y Barres, 2009; Pellegrino, 2014). La respuesta inflamatoria culmina con la formacién
de una cicatriz glial la cual puede actuar como barrera para el pasaje de los axones,
bloqueando la comunicacion neuronal (Chen, et al. 2015).

David y Kroner (2011) plantean que en las lesiones medulares actian dos tipos de
macrofagos/microglia (se los denomina asi ya que no se puede determinar de donde
derivan). Los macréfagos/microglia M1, son los que se encuentran en mayor
proporcién en lesiones de médula espinal, inducen la sintesis de citoquinas
proinflamatorias como interleuquina- 12 (IL-12), interleuquina 1-beta (IL-1 beta) y
factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-alfa) contribuyendo al desarrollo del dafio
secundario y retardando la regeneracion axonal. Mientras que los M2 pueden actuar
como neuroprotectores, con capacidad antiinflamatoria al inhibir citoquinas
proinflamatorias, ademas promueven la angiogénesis favoreciendo las lesiones
isquémicas. Es por esto que la modulacion de citoquinas en el microambiente de la
lesion medular podria regular la cantidad de uno u otro tipo de macréfagos/microglia,
siendo un importante objetivo terapéutico a considerar. A su vez, Rust y Kaiser (2017)
consideran que la cicatriz glial puede impedir la regeneracion axonal, pero si el
microambiente de la ME es el adecuado y existen moléculas guias, las neuronas
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centrales en el sitio de lesion pueden regenerar sus axones. Por lo tanto, supone que
podrian combinarse distintas estrategias para lograr la reparacion (Bartlett, 2008).

3.4 Signos clinicos

Como ya se mencion0 anteriormente, la ME conduce informacion sensitiva y motora
desde y hacia estructuras intracraneanas, es capaz de integrar y controlar los impulsos
nerviosos, ademas, tiene la capacidad de generar sefales ritmicas y coordinadas en
neuronas que inervan organos efectores como musculos permitiendo la generacién
de movimiento. Por lo tanto, la interrupcién de algunas de estas funciones, genera
signos clinicos caracteristicos, los cuales varian de acuerdo al segmento medular
afectado. Datos del examen clinico pueden ayudar a localizar la lesion de acuerdo al
namero de miembros afectados y la respuesta del animal a la evaluacién sensitiva,
motora y de reflejos espinales (Pellegrino, 2014). En la figura 5 se muestra un resumen
de los signos clinicos que se pueden encontrar de acuerdo al segmento medular
afectado.

Los signos neurolégicos asociados a la marcha en una injuria medular son la paresia,
plejia o la ataxia propioceptiva consecuencia de la lesion. La paresia, es la alteraciéon
de los movimientos voluntarios, puede ser ambulatoria cuando el animal logra
mantenerse en estacidbn y caminar o no ambulatoria cuando no es capaz de
desplazarse por si solo pero aun es capaz de realizar algunos movimientos
voluntarios. Por otra parte, la paralisis se caracteriza por una pérdida absoluta de la
motilidad voluntaria. La ataxia se refiere a una incoordinacion en la marcha debida a
la afectacion de vias sensitivas. Las alteraciones propioceptivas son caracteristicas
de lesiones medulares; la propiocepcion se define como la capacidad del animal de
reconocer la posicion de sus miembros en el espacio, la misma puede estar normal,
disminuida o ausente, segun gravedad y profundidad de afectacibn medular. La
presencia de dolor permite sospechar patologias compresivas y/o inflamatorias, como,
por ejemplo, las enfermedades del disco intervertebral. Debemos evaluar si el animal
presenta areas de hiperestesia focal a nivel espinal asociadas frecuentemente con el
o los sitios de lesion. Al comprimir la piel de la porcion distal de los miembros
evaluamos la sensibilidad superficial, en caso de estar ausente, se comprimen las
falanges medial y lateral de los miembros para evaluar la sensibilidad profunda. La
pérdida de la percepcion de dolor es de suma importancia en el prondstico de las
lesiones medulares. En las afecciones toracolumbares la evaluacion del reflejo
cutdneo del tronco suele ayudar a localizar la lesién, normalmente comienza a
aparecer en los segmentos vertebrales presentes a la altura de las alas del ilion y su
evaluacion se realiza desde caudal a craneal. Cuando dicho reflejo no esta presente,
se debe continuar desplazando hasta que reaparezca, generalmente ubica la lesion
de dos a tres vértebras o segmentos medulares por encima de donde aparece
(Pellegrino, 2014).

El nivel de la lesion determina las manifestaciones neurolégicas, cuando se afecta la
region toracica o toracolumbar puede causar paraplejia. En casos graves de afeccion
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toracolumbar o lumbosacra puede aparecer retencion o incontinencia urinaria. Cuando
la lesion ocurre en region cervical, cursa con cuadriplejia. Ademas, aquellas por
encima de C4 pueden presentar compromiso respiratorio por paralisis del diafragma.
(Robbins, et al. 2010).

Se evaluan los reflejos espinales para determinar si la lesion afecta principalmente a
las NMS o NMI. Los signos de NMS ocurren cuando existe una lesion en las neuronas
motoras ubicadas en la corteza motora del encéfalo o en sus proyecciones que
descienden por la médula espinal. Los signos de NMI, por otro lado, ocurren cuando
existe una lesion en las neuronas motoras ubicadas en el asta ventral de la médula
espinal, en sus proyecciones o en la unién neuromuscular. El dafio tanto de NMS
como de NMI afectara la capacidad del animal de producir movimientos voluntarios,
sin embargo, la respuesta de los reflejos espinales y el tono y masa muscular puede
ayudar a localizar cuél de estas esta afectada. Las NMS normalmente tienen un efecto
inhibidor sobre las NMI (figura 5). Por lo tanto, una lesion que afecte las NMS impedira
ese efecto inhibidor lo que puede llevar a una respuesta exagerada a los reflejos
espinales (hiperreflexia), puede existir aumento del tono muscular en los miembros
inervados por las NMI que han perdido la inhibiciébn de la NMS y no se observara
atrofia muscular en las etapas tempranas. Con el paso del tiempo, en animales con
déficit motor, puede ocurrir una atrofia muscular debida al desuso. Si se lesionan las
NMI sin importar cual es la causa patoldgica, se impide la transmision del potencial de
accion desde la ME hacia la union neuromuscular inhibiendo la contraccién muscular.
Esto lleva a que ocurra atrofia muscular por denervacién distal a la lesion de NMI la
cual es de répida instauracion debido a una disminucién en la sintesis de proteinas
musculares y un aumento de la protedlisis. Los reflejos espinales se encuentran
disminuidos o ausentes ya que son las NMI quienes participan en el arco reflejo
(Cunningham vy Klein, 2009). Los signos clinicos segun lesion de NMS o NMI se
resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Signos clinicos asociados a lesién de neuronas motoras.

Signos clinicos Lesién de NMS Lesién de NMI
PARESIA/ PARALISIS Espastica Flacida
REFLEJOS ESPINALES Aumentados/ normales Disminuidos/ ausentes
ATROFIA MUSCULAR Lenta (por desuso) Réapida (neurogénica)
TONO MUSCULAR Aumentados/ normales Disminuidos/ ausentes

NMS: neurona motora superior. NMI: neurona motora inferior.
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+ Paraparesia o paraplejia MPs
+ Tetraplejia, tetraparesia, tetraataxia « LNMien MPs
+ Signos de LNMI en MAs y LNMS en MPs + Arreflexia anal/ visceral

Cc2 C5 T2 L4 S3
S | N 9 |
i
+ Tetraplejia, tetraparesia, « MAs normales
tetraataxia + Signos de LNMS en MPs
+ Signos de LNMS en MAs y
MPs = SCHIFF- SHERRINGTON: lesionesTMA graves
Excepcion: ;. paralisis en MPs

> Hiperreflexia, cifosis, hiperextension MAs

Figura 5. Signos clinicos observados segun segmentos medulares comprometidos.
Cuando las lesiones ocurren donde se ubican las NMS se observan lesiones de NMS,
las NMI contintan ejerciendo sus acciones sobre musculos y reflejos medulares de
forma normal, aunque éstos ultimos pueden estar aumentados debido a que las NMS
normalmente tienen efecto inhibidor sobre los mismos. Cuando se lesionan
segmentos en los cuales estan implicadas las NMI se observan signos de lesién de
NMI, por lo que éstas no pueden ejercer sus acciones normales afectando musculos
y reflejos espinales. LNMI: Lesion en Neurona Motora Inferior, LNMS: Lesién en
Neurona Motora Superior, MAs: Miembros anteriores, MPs: Miembros posteriores.
Basado en imagenes de Pellegrino, 2014.
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3.5 Clasificacion de las enfermedades medulares

3.5.1 Enfermedades trauméticas de médula espinal

a) Fracturas, luxaciones y luxofracturas de la columna vertebral

El trauma medular agudo causado por fracturas y luxofracturas vertebrales es la
segunda causa de afeccidon medular, luego de las hernias discales en caninos.
Generalmente ocurren por traumatismos en accidentes automovilisticos o caidas de
gran altura. Son consecuencia de una hiperextension intensa, hiperflexion,
compresion o rotacion vertebral y se observan con mayor frecuencia en la unién de
un segmento mévil y otro mas rigido como en la region toracolumbar (Chipayo,
Lozada, Olazabal y Diaz, 2019).

Una fractura es un proceso que genera una solucién de continuidad dentro del hueso
causado por una fuerza que supera la resistencia 6sea (Morgan, 2010). Se clasifican
segun tipos que se basan en la gravedad de la lesion 6sea, la comunicacion con el
exterior, la linea de fractura y la localizacién anatémica. En cuerpos vertebrales las
fracturas son mayoritariamente por compresion, donde el hueso esponjoso se colapsa
y comprime destruyendo el area de fractura (Hernandez y Katrib, 2008).

En cuanto a la incidencia de este tipo de lesiones, en el periodo 2006-2011, se
estudiaron 7918 radiografias en Servicio de Imagenologia de Facultad de Veterinaria
UdelaR de las cuales el 81,3% fueron de caninos. De las regiones del esqueleto axial
estudiadas, la mayoria eran radiografias de la columna vertebral (28,9%). De las
patologias Oseas estudiadas, las de origen traumatico representaron el 31%
mayormente en animales menores al afio de edad (Vilche, 2016).

b) Enfermedad de disco intervertebral

La enfermedad del disco intervertebral es una patologia compleja y multifactorial
comun en perros, causada por la degeneracion de los discos intervertebrales. Es la
principal enfermedad que causa LME en caninos y en el 40 a 50% de los casos los
afectados que sufren lesiones severas permanecen parapléjicos sin nocicepcion y sin
recuperar la capacidad de deambular (Spitzbarth, et al. 2020). La degeneracién del
disco intervertebral (DDIV) es un proceso de envejecimiento influenciado por la
genética canina que resulta en la falla biomecanica del DIV (Fenn, et al. 2020). Se
pierde la funcionalidad del NP, no puede soportar las cargas de compresion medular
y si bien el AF busca suplir esta carencia, no es suficiente. Dado que el DIV es
avascular y presenta poca celularidad, la respuesta fisiol6gica que busca reparar los
dafios no lo logra, determinando una falla estructural con la aparicion de
enfermedades y sintomatologia clinica abrupta (Bergkunt, et al. 2013).

29



En los afos 40s y 50s, Hansen y Olsson propusieron un sistema de clasificacion discal
basado en los cambios histopatoldgicos. Esto llevo a la clasificacion de razas caninas
de acuerdo al tipo de degeneracion discal mas prevalente en razas condrodistréficas
(metaplasia condroide) y no condrodistréficas (metaplasia fibroide). Los tipos
principales de degeneracion discal son conocidos como Hansen tipo | y Hansen tipo
II. El concepto de hernia de disco intervertebral (DIV) involucra -cualquier
desplazamiento localizado de alguna parte del DIV hacia el canal medular, el mismo
puede ser tanto una extrusion (asociado a la extrusion aguda del NP- Hansen 1) o una
protrusion (por engrosamiento cronico del AF- Hansen Il) (Fenn y Olby, 2020). Sin
embargo, en la actualidad se desafia el paradigma de la clasificacion de las hernias
discales segun razas condrodistroficas y no condrodistroficas, dado que en ambos
tipos se ha observado metaplasia condroide, sin observarse fibrocitos en el nucleo
pulposo en ninguno de los discos degenerados. (Spitzbarth, et al. 2020).

Hansen tipo |

También conocida como degeneracién o metaplasia condroide, implica la sustitucion
de células de la notocorda que se ubican en el NP por condrocitos y la transformacion
del NP en fibrocartilago. Ademas, ocurre la calcificacion del nicleo pulposo, la pérdida
de GAGs, el aumento de coladgeno tipo 1 y la disminucion del agua por lo que se
pierden las propiedades hidro elasticas del disco. Esto vuelve al disco propenso a la
rotura completa del anillo fibroso debido a un debilitamiento en su parte dorsal
(generalmente, ya que es de menor grosor). Tras un movimiento normal de la columna
vertebral puede ocurrir una extrusion aguda del NP calcificado con compresion de la
médula espinal ocasionando un TMA (Fenn, et al. 2020). El proceso degenerativo
ocurre en primera instancia en el NP y luego se extiende al AF. Se da principalmente
en razas condrodistréficas, con mayor predisposicién: dachshund, basset hound,
bulldog francés, bulldog inglés, pequines, beagle, schnauzer miniatura entre otros
(Bergkunt, et al. 2013; Casallas Calderdn, et al. 2018; Smolders, et al. 2013). Puede
producirse en todos los discos intervertebrales, pero en el 75% de los casos se
encuentran a nivel de T10 y T13, mientras que entre un 14 y 35% ocurren a nivel
cervical (Spitzbarth, et al. 2020). Se ha demostrado que su principal etiologia es
genética, distintos factores genéticos se han encontrado en distintas razas que
determinan la degeneraciéon temprana. Comienza a los 3-4 meses y se completa al
afo de edad. Otro factor a considerar es la biomecanica de la columna, la cual se ve
alterada al ser perros que presentan una columna vertebral extensa y patas muy
cortas. Las calcificaciones de los discos afectados observados radiograficamente
predisponen a un mayor riesgo de hernias discales, aunque también se observan
extrusiones sin calcificaciones. Las hernias suelen aparecer a los 2-3 afios de caracter
repentino y explosivo, con ruptura del ligamento longitudinal dorsal y extraccion del
NP hacia el canal medular (Smolders, et al. 2013).

Hansen tipo Il

Se conoce también como degeneraciéon o metaplasia fibroide, es un proceso de
envejecimiento que ocurre generalmente en perros de edad avanzada, entre los 6y 7
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afios de edad, con mayor frecuencia en la region cervical caudal y lumbosacra.
Descrito principalmente en razas no condrodistréficas como boxer, gran danés, border
collie, doberman pincher, labrador, maltés, rottweiller y el san bernardo entre otros.
Estos animales de patas largas presentan una mayor altura lo que permite mayor
movilidad de la columna con mayor soporte de carga y fuerzas en region cervical y
lumbosacra. En este caso, de acuerdo con la descripcion de Hansen, el disco sufre
un aumento del contenido de colageno y las células notocordales se vuelven similares
a fibrocitos. Al mismo tiempo ocurre una degeneracion del anillo fibroso potenciada
por el trauma repetido Las fibras del AF se rompen parcialmente y se genera una
protrusion dorsal del disco intervertebral, sin extrusion de componentes del DIV, por
lo que tanto el anillo fibroso como el nucleo pulposo (que se encuentra contenido)
pueden protruir y comprimir la médula espinal. (Sanchez- Masian, Beltran y Lujan-
Feliu-Pascual, 2012; Smolders, et al. 2013). Si bien esta clasificacion ha sido
ampliamente utilizada, en los dUltimos afios se ha demostrado que ambos,
condrodistroficos 'y no condrodistroficos sufren metaplasia condroide y los
investigadores han planteado que las descripciones de Hansen se refieren
principalmente al grado de fibrosis del disco y no del NP especificamente (Fenn y
Olby, 2020).

Extrusion aguda no compresiva del nucleo pulposo

Conocida como Hansen tipo Il (aunque no fue descrita por Hansen), como extrusion
de alta velocidad y bajo volumen y como ANNPE por sus siglas en inglés “acute non-
compressive nucleus pulposus extrusion”. Se refiere a una extrusion hiperaguda de
nacleo pulposo no degenerado que lleva a una contusion de la médula espinal con
minima compresion. Generalmente ocurre durante el ejercicio, o que sugiere que una
sobrecarga en discos sanos puede ser la causa de esta patologia. En la mayoria de
los casos los signos son lateralizados y si bien el momento de la extrusion puede ser
doloroso, los animales no manifiestan dolor espinal posterior (De Risio, Adams,
Dennis y McConnell, 2009; Mari, et al. 2017;).

Por ultimo, se han descrito otros tipos de enfermedades del DIV, una de las mas
estudiadas en los ultimos afios es la extrusién del nucleo pulposo hidratado. En esta
herniacion del DIV no ocurre una degeneracion previa de los DIVs. Es también
conocida como quiste discal canino. Este tipo de herniacion discal se caracteriza por
afectar discos intervertebrales sanos no degradados en los que ocurre una protrusion
del nucleo pulposo hacia la médula espinal con niveles variables de compresion a
través de una comunicacién con el anillo fibroso (Fenn y Olby. 2020). La mayor parte
de los casos ocurren en la médula cervical y se caracterizan por la falta de dolor
espinal (Hamilton, Glass, Drobatz y Agnello, 2014).

3.6 Métodos diagndsticos

Uno de los principales objetivos en el diagndstico de una lesibn medular es la
localizacion de la misma. Para esto, es de gran importancia realizar un examen
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neuroldgico completo y sistematico. En primer lugar, se debera determinar cuales son
los miembros que presentan alteraciones motoras y/o propioceptivas. Una vez
determinado esto, como fue explicado en detalle previamente, mediante la evaluacion
del tono muscular y de los reflejos espinales, se podra determinar si existen lesiones
en las NMS o NMI que inervan dichos miembros. Ademas, es de gran importancia en
la neurolocalizacién determinar las regiones donde el paciente presenta dolor a la
palpacion de la columna y evaluar si es capaz de controlar esfinteres y, en caso de
ser incontinentes, cuales son las caracteristicas de esa incontinencia (Cunningham y
Klein, 2009). En el caso de pacientes con hernias discales tratados mediante cirugia
un 58% logra caminar en menos de dos meses, pero el 33% desarrolla incontinencia
urinaria y/o fecal (Feliu-Pascual y Jiménez, 2016b). Por ultimo, la evaluacion de la
presencia de sensibilidad dolorosa, tanto superficial como profunda es fundamental
ya que es el factor prondstico de mayor importancia en lesiones medulares
(Cunningham y Klein, 2009).

Una vez localizada la lesion en una region especifica de la médula, debemos
determinar la naturaleza y severidad de la misma. Para ello, es necesario recurrir al
uso de estudios colaterales, principalmente técnicas de imagen. En este sentido, la
resonancia magnética (RM) y la tomografia computarizada (TC) son las herramientas
mas adecuadas para el diagnéstico de lesiones en la ME (Velayos y Diéguez, 2015).
La RM es la herramienta con mayor sensibilidad en este sentido dado que permite
definir con mayor resolucion el parénquima medular, tejidos blandos, edema e
inflamacion y proporciona informacién sobre la integridad de la ME. A su vez, es
menos propensa a los artefactos y no utiliza radiacién ionizante. Su principal
desventaja es su alto costo, el requerimiento de anestesia general por periodos
prolongados y la necesidad de contar con personal capacitado para su interpretacion.
La TC es una técnica no invasiva, mas rapida y de menor costo que la RM, es una
técnica excelente para el diagndstico de lesiones 6seas en la columna vertebral, pero
proporciona poca informacion sobre la integridad general de la ME y ademas es capaz
de emitir elevada radiacion ionizante. En ambas técnicas, muchas veces también es
necesario utilizar medios de contraste para una mejor interpretacion de resultados
(Carrasco, Blanco, Marcin y Fernandez Alvarez, 2014; Nykamp, 2017).

En caso de no contar con acceso a técnicas de imagen avanzada son Uutiles la
radiografia simple (RX) y la mielografia. La radiografia es una herramienta importante
para el diagndéstico de patologias traumaticas permitiendo la evaluacion del tejido 6seo
y el compromiso del tejido blando adyacente por el contraste natural que ofrecen. Las
fracturas se evidencian radiograficamente como una mala alineacién de la columna,
menor longitud vertebral y alteraciones sobre el borde cortical de los huesos
implicados, en caso de hernias discales el estrechamiento del espacio intervertebral
entre otros signos radiologicos puede ser sugestivo de la presencia de degeneracion
discal o herniacion (Lépez, et al. 2016). Sin embargo, una hernia de disco no puede
ser confirmada unicamente mediante la Rx simple dado que no permite visualizar la
médula espinal. Para eso, se puede inyectar liquido de contraste en el espacio
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subaracnoideo (mielografia). La inyeccion de este medio de contraste se realiza
mediante puncion en la cisterna magna o en region lumbar entre vértebras L5-L6 o
L6-L7, con la aguja perpendicular al canal vertebral, craneal a las apofisis espinosas,
el procedimiento se realiza bajo anestesia general. Tiene como desventaja ser una
técnica invasiva, en la que puede ocurrir un trauma medular iatrogénico y consecuente
hemorragia’/hematoma que pueden exacerbar los signos clinicos. Otro efecto adverso
comun de la inyeccion de liquido de contraste es el desarrollo de convulsiones
(Lorenz, Coates y Kent, 2010). Sin embargo, la mielografia tiene como principal
ventaja que no requiere de equipos costosos y que abarca extensas zonas de la ME
(Nykamp, 2017). Proporciona informacién sobre la integridad de la ME al evidenciar
con claridad sus bordes, permitiendo determinar desviaciones o interrupciones del
liquido de contraste en casos de compresiones medulares (Lopez, et al. 2016).

3.7 Tratamientos tradicionales de patologias medulares

La terapia tiene como objetivos reparar dafos primarios y limitar los dafios
secundarios. Ante la sospecha de un TMA la primera medida a ser tomada es la
inmovilizacién del paciente. Inmediatamente deben ser evaluados los sistemas
principales siguiendo la regla nemotécnica ABC. En primer lugar, verificar que las vias
aéreas sean permeables (A) y que el animal esté respirando adecuadamente (B), para
luego evaluar el funcionamiento del aparato cardiovascular (C), determinando color de
mucosas, frecuencia cardiaca y presion arterial (Patchinger, 2013). Una vez realizado
esto y con un paciente estable, se procede al examen fisico y neuroldgico, asi como
a posteriores métodos de diagnéstico por imagen (Feliu-Pascual y Jiménez, 2016;
Jeffery, et al. 2016a).

Actualmente las opciones disponibles son el tratamiento médico, también llamado
conservador y el tratamiento quirdrgico (Moore, Tipold, Olby, Stein y Granger, 2020).
De acuerdo a algunos estudios el porcentaje de animales que recuperan la
funcionalidad luego de una lesién compresiva de la médula espinal mediante
tratamiento médico es del 50%, mientras que con cirugia el porcentaje asciende al
90% (Jeffery, Levine, Olby y Stein, 2013). Sin embargo, la pérdida de dolor profundo
debe considerarse un factor de mal prondstico sin importar el tratamiento, en aquellos
tratados quirdrgicamente la tasa de recuperacion es del 61% en comparacion al 10%
que reciben tratamiento convencional. Debemos considerar que dichos valores
pueden verse influenciados por la gran cantidad de estudios publicados de perros
tratados quirargicamente en comparacion con los tratados médicamente vy
probablemente esto se deba a que en los centros de especializacién neuroldgica se
suele recomendar la descompresion quirdrgica en pacientes con lesiones graves
antes que optar por una terapia conservadora. En las lesiones mas leves que cursan
con hiperestesia paravertebral o paraparesia ambulatoria muchos médicos optan por
el tratamiento conservador, posiblemente se deba a que estos perros concurran a
centros de atencion primaria y no centros especializados, ya que los neurdlogos
cirujanos recomiendan realizar la descompresion quirdrgica en el primer episodio de

33



enfermedad del DIV de forma rutinaria. Esta medida esta orientada a la prevencion de
futuras lesiones medulares de mayor gravedad con menores tasas de recuperacion
(Moore, et al. 2020). Mas alla del tratamiento elegido debe informarse a los
propietarios que entre un 5-20% de los pacientes con TMA pueden desarrollar
necrosis medular progresiva (mielomalacia) hasta 7 dias después del trauma,
debiendo considerarse la eutanasia para evitar la muerte por pardlisis respiratoria
(Feliu-Pascual y Jiménez, 2016b).

3.7.1. Tratamiento conservador

El tratamiento conservador suele utilizarse en casos de hernias discales no
compresivas y fracturas/luxaciones estables o en casos en los que la resolucion
quirargica no es posible debido una descompensacion metabdlica o costos que
propietarios no puedan solventarlos (Santoscoy, 2008). En algunas lesiones
compresivas, puede utilizarse este tipo de tratamiento, ya que se ha demostrado que
la médula espinal es capaz de funcionar de forma satisfactoria con algunos grados de
compresion (Jeffery, et al. 2013). Se recomienda en animales que presentan minimas
anormalidades neurologicas, ambulatorias y que no han presentado traumas
medulares agudos con lesiones parenquimatosas, los mismos deberan mantenerse
en reposo e inmovilizacion estricta al menos durante 3 a 4 semanas, ademas, deben
recibir analgésicos y relajantes musculares (Santoscoy, 2008).

En medicina veterinaria estd ampliamente distribuido el uso de corticoides en lesiones
agudas de médula espinal, principalmente la metilprednisolona por su potencial efecto
inhibidor de la peroxidacion lipidica que tanto dafia las membranas celulares. A su
vez, son eficaces en reducir la inflamacion y el edema vasogénico (Bach, et al. 2019;
Khan, et al. 2019). Sin embargo, estudios que utilizaron metilprednisolona en perros
de experimentacion no encontraron diferencias con respecto al uso de placebo
(Coates, et al. 1995). Ademas, recientemente se demostré que no existen diferencias
en la recuperacion de animales tratados de forma prequirdrgica con AINES o
metilprednisolona y que los efectos adversos de esta Ultima son da mayor importancia
(McCartney, Obey y Benito, 2021). La prednisolona oral puede utilizarse, mantenerse
durante periodos prolongados y reutilizarse en recaidas de la sintomatologia nerviosa
(Santoscoy, 2008). No se justifica el uso de dexametasona en el tratamiento del TMA
ya gue no existen evidencias que comprueben los beneficios que podria tener (Feliu-
Pascual y Jiménez, 2016b).

3.7.2 Tratamiento quirdrgico

El objetivo quirtrgico es obtener acceso a la lesion minimizando la manipulacion de la
ME y por lo tanto la posibilidad de lesiones o traumas iatrogénicos que puedan causar
hemorragias y degeneracion axonal, motivo por el cual, se deben extremar las
medidas de inmovilizacion del paciente, evitando todo tipo de movimiento,
principalmente la rotacion durante la cirugia (Fingeroth, 2017).
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La cirugia de columna vertebral se basa en la descompresion de la ME mediante la
extraccion del material que la esté comprimiendo y en caso de fracturas o luxaciones
la inmovilizacion de las mismas para evitar dafios posteriores (Santoscoy E, 2008).
Las técnicas quirargicas empleadas para la descompresion son la laminectomia y la
hemilaminectomia, ambas tienen como finalidad exponer el canal medular para
extraer el material extruido o protruido (Fingeroth, 2017). Actualmente el 95% de los
neurdlogos y cirujanos veterinarios eligen la hemilaminectomia, principalmente por
presentar menor probabilidad de deterioro neuroldgico postoperatorio y mejor
eficiencia en la recuperacion del disco dafiado (Moore, et al. 2020). Ademas, puede
realizarse conjuntamente la fenestracion de los discos, medida profilactica que se
recomienda ya que disminuye la probabilidad de recurrencias de extrusiones o
protrusiones de discos degenerados, especialmente en discos calcificados. Si bien es
cierto que la fenestracion puede presentar complicaciones, ocurren Gnicamente en un
0,01% de los casos, considerandose un procedimiento seguro y su no realizaciéon no
se justifica (Moore, et al. 2020). La ausencia de dolor profundo reduce la efectividad
de la cirugia, independientemente de que tan rpido se decida realizar la intervencion,
aun realizada dentro de las 24 hs posteriores al dafio es probable que exista un gran
porcentaje de perros que debido a la gravedad de la lesion no mejoren (Jeffery, et al.
2016). No hay evidencias cientificas que apoyen la creencia de que el momento de la
descompresion medular interfiere en los resultados. Lo que si se sabe, es que existe
mayor riesgo de mielomalacia en perros con lesiones graves en los que se tarda mas
de 24 hs (Moore, et al. 2012).

Las complicaciones quirtrgicas pueden ocurrir por hemorragias ocasionadas por
lesiones en plexos venosos 0 masas musculares; insuficiencia ventilatoria por
disminucién neuroldgica, determinando paralisis de muasculos intercostales o
insuficiencia respiratoria; arritmias por estimulacion vagal y contracciones
ventriculares prematuras como hipotension secundaria y deterioro neurolégico
posterior a la cirugia por manipulacion excesiva de la ME. EIl cuidado posquirtrgico
requiere reposo estricto con caminatas limitadas y aumento gradual de la actividad
hasta las 8 semanas postquirargicas, al inicio podria utilizarse la aplicacion de hielo
cada 4-6 hs por 24-48 hs para disminuir la inflamacién y evitar la formacién de
seromas, controlar el dolor agudo y crénico, como un correcto protocolo de fisioterapia
para la rehabilitacion (Da Costa, 2017).

3.7.3 Rehabilitacion

La fisioterapia es una alternativa terapéutica, paliativa que busca recuperar la
actividad fisica normal de forma progresiva. Es una terapia complementaria,
alternativa eficaz que logra movilidad y apoyo de miembros de forma gradual,
observandose los primeros avances dos semanas posteriores al inicio de la misma en
animales con TMA, siendo mejores los resultados en casos de fracturas vertebrales
(Lépez, et al. 2016). Esta indicada Unicamente en pacientes con lesiones de columna
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estables y contraindicada en casos de fracturas y luxaciones inestables (Feliu-Pascual
y Jiménez, 2016b).

Su uso en afecciones neuroldgicas tiene una efectividad del 80% y para lograr efectos
significativos se deben realizar minimo 12 sesiones, dos veces por semana; por lo
tanto, los resultados dependen del compromiso del propietario en concurrir a las
mismas como de hacerse cargo econdémicamente (Pilco, Hinostroza y Serrano-
Martinez, 2017). Se emplean diferentes técnicas, considerandose basicas en
cualquier tratamiento de rehabilitacion: la termoterapia mediante aplicacion de frio en
enfermedades agudas con efecto antiinflamatorio y analgésico o calor, quien
disminuye los espasmos musculares y dolores crénicos, también produce
vasodilatacion favoreciendo el aporte de oxigeno a los tejidos; la masoterapia, son
masajes terapéuticos que reducen la tension muscular y estimulan al sistema
inmunitario al disminuir receptores de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La
Ultrasonografia mejora el metabolismo local y favorece la cicatrizacién y la
electroestimulaciéon nerviosa transcutanea (TENS) estimula fibras nerviosas
periféricas y libera endorfinas del asta ventral de la ME, generando analgesia (Arroyo,
2008; Pilco, et al. 2017). En caninos con lesiones medulares una de las terapias mas
exitosas en la recuperacion del movimiento consiste en la utilizacion de las cintas de
correr en el agua ya que mejora la masa muscular y por lo tanto la fuerza (Moore, et
al. 2020).

3.8. Terapia celular para patologias medulares

La bibliografia existente sobre el tratamiento celular en el trauma medular canino
presenta resultados variables, alentadores, pero también contradictorios y/o reducido
namero de animales estudiados. Por lo que, surge la necesidad de realizar una
revision actualizada de los ultimos antecedentes sobre el uso de células
madre/progenitores en el trauma medular canino.

3.8.1 Caracteristicas de las células madre/progenitoras y sus propiedades
terapéuticas

Las células madre (CM) derivan de una Unica célula-ovo, son autorrenovables,
indiferenciadas y capaces de originar células especializadas (Dominici, et al. 2006).
Podriamos clasificar a las CM segun su potencialidad y segun tejido de origen, dentro
de las CM pluripotentes tenemos a las células madre embrionarias (CME) y las células
madre pluripotentes inducidas, del inglés induced pluripotent stem cells (iPSC). Estas,
se caracterizan por ser capaces de diferenciarse en células de los tres linajes
embrionarios: ectodermo, endodermo y mesodermo (Takahaski, et al. 2007). Las
multipotentes son las células madre adultas (CMA) capaces de diferenciarse en
células especializadas del mismo linaje embrionario como por ejemplo derivado del
mesodermo como tejido 0seo, cartilaginoso y/o adiposo (Talavera, et al. 2017).

36



En primer lugar, tenemos a las CME, derivadas de embriones obtenidos por
fecundacion, de la masa celular interna del blastocisto. Su pluripotencia y auto
renovacion constante in vitro es posible por la regulacion epigenética de un amplio
namero de genes de pluripotencia, los sitios reguladores de los factores de
transcripcion celular se encuentran en estado de latencia esperando ser activados.
Existen genes esenciales que deben ser expresados para poseer la pluripotencialidad
como las combinaciones de genes Oct4, Sox2 y Nanog. Las lineas celulares
cultivadas a largo plazo logran diferenciarse en las tres capas germinales, principal
caracteristica de importancia en cuanto a su posible utilidad terapéutica, ya que
poseen la capacidad de diferenciarse a un amplio numero de células, incluidas las
células neurales. Las principales caracteristicas que hacen cuestionable el uso de
CME en terapias celulares radican en los conflictos éticos que generan al utilizar
embriones para su desarrollo y su inestabilidad epigenética con riesgo a expresar
genes promotores de tumores (Aquino y Tume, 2015).

Se han aislado CME de diversos animales, siendo los ratones de laboratorio y los
monos los mas utilizados. También se han obtenido de porcinos, bovinos, equinos,
gatos y perros, estos ultimos son los animales domésticos de mayor interés para el
uso de CME en medicina regenerativa por las similitudes que guardan en cuanto a
enfermedades hereditarias degenerativas similares a los humanos. La obtencion de
CME estables en diversas especies presenta grandes dificultades en su utilizacion
terapéutica, por lo que los investigadores prefieren y buscan continuamente la
obtencién de células con caracteristicas de pluripotencia que puedan ser utilizadas en
la practica médica in vivo (Goncalves, Ambrosio y Piedrahita, 2014).

En segundo lugar, tenemos a las iPSC, son células madre adultas convertidas en
células pluripotentes mediante un proceso de induccion genética y reprogramacion
celular, guardan caracteristicas indistinguibles desde el punto de vista morfologico y
funcional con las células pluripotenciales embrionarias. Fueron desarrolladas con la
finalidad de evitar los problemas éticos que conlleva el uso de embriones para la
extraccion de las CME, es decir como fuente de células pluripotenciales (Aquino y
Tume, 2015). Mediante reprogramacion celular a partir de fibroblastos de ratones
como de humanos se logra inducir células con caracteristicas de pluripotencialidad
asociada a la expresion de cuatro genes: Oct3/4, Sox2, Kfl4 y c-Myc. Sin embargo,
una desventaja importante de las iIPSC es la capacidad tumorogénica comprobada por
la aparicion de tumores en ratones asociada a la expresion del gen c-Myc (Takahashi,
et al. 2007).

En tercer lugar, tenemos a las CMA, son células multipotentes y/o unipotentes
provenientes de diversos tejidos de organismos adultos, se encuentran principalmente
en la médula 6sea (MO). Las mas estudiadas son las células madre hematopoyéticas
(CMH) y las células madre mesenquimales/células estromales mesenquimales
(CMM). Las CMM logran diferenciarse a células principalmente del mismo linaje del
cual se originan, también esta descrito el fendbmeno de transdiferenciacion en lineas
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celulares del ectodermo y endodermo (Figura 6). Se ha demostrado que cultivos in
vitro de largos periodos de tiempo bajo determinadas condiciones logran cambiar su
expresion génicay podrian dar origen a células diferentes a su linea genética, es decir,
de otro linaje embrionario, como ser células cardiacas, endoteliales y neuronales
(Dulak, et al. 2015). Son de gran interés en terapia y medicina regenerativa ya que se
extraen facilmente de una amplia variedad de tejidos mesodérmico, son
autorrenovables, por lo que se obtienen grandes cantidades de células y por sus
propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladores y angiogénicas (Talavera, et al.
2006).

PLURIPOTENTES MULTIPOTENTES
EMBRIONARIAS iPSC ADULTAS
v Diferenciacion en los tres linajes v Capacidad de diferenciacion en
embrionarios: mesodermo, ectodermo, células del mismo linaje del cual
endodermo opglnap _ .
v Amplia autorrenovacion in vitro v Disponibles en amplia variedad de
v' Riesgo de teratomas in vivo tejidos
v Facil extraccién
v" Dificil obtencién por v CM adultas v' Autorrenovacion in vitro limitada
motivos éticos v Obtenidas por induccion génica
y reprogramacion celular MESENQUIMALES  HEMATOPOYETICAS

v Extensos periodos de cultivo

Por transdiferenciacion in vitro
logran diferenciarse en células del
linaje ectodérmico y endodérmico

v' Diferenciacion a células adiposas,
cartilaginosas, oseas

v Propiedades: inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y neuroprotectoras

Figura 6. Clasificacion de células madre segun su potencialidad y origen. Se
mencionan sus principales caracteristicas, ventajas y desventajas, haciendo énfasis
en aquellas de mayor potencialidad terapéutica para patologias del sistema nervioso.
Se mencionan a las células hematopoyéticas ya que, si bien no son de importancia en
esta revision, su utilizacion en terapia celular esta ampliamente distribuida. CM:
células madre; IPSC: induced pluripotent stem cells. Adaptada y modificada de
Yaneselli (2019).

3.8.2 Capacidad de neurodiferenciacién de células madre adultas y células
progenitoras.

Las células madre neurales (CMN) son de gran interés en terapia de reemplazo celular
o terapia regenerativa de enfermedades nerviosas debido a su capacidad de
diferenciacion y autorrenovacion. La neurogénesis adulta ocurre por CMN y células
progenitoras ubicadas en nichos: poblaciones remanentes de la vida embrionaria en
la zona subventricular del SNC y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo.
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Se distinguen dos tipos de CMN: células madre neurales embrionarias (CMNE),
pluripotentes y las células madre neurales adultas (CMNA), multipotentes por cual su
capacidad de diferenciacion es limitada. Entonces, fisiologicamente las CMN
presentes en la zona subventricular originan progenitores neuronales que mediante
sucesivas divisiones se convierten en neuroblastos que en bulbo olfatorio evolucionan
a diferentes tipos de interneuronas; las que estan en zona subgranular se diferencian
a ceélulas progenitoras intermedias que proliferan hasta convertirse en neuroblastos
gue migran radialmente por el giro dentado del hipocampo a medida que se convierten
en neuronas inmaduras. Son células que permanecen inactivadas, soportan el estrés
metabdlico, manteniendo su integridad hasta su activacion. Durante varios meses
sufren el proceso de maduracion que les permite obtener propiedades similares a las
neuronas maduras innatas del SNC y seran capaces de establecer nuevas conexiones
neuronales y contribuir a la codificacion de neuronas maduras (Grochowski,
Radzikowska y Maciejewski, 2018).

Las iPSC ya mencionadas anteriormente, se utilizan para obtener células neurales a
partir de CMA, su cultivo y caracterizacion es laborioso. Aparecen estudios que ganan
popularidad al lograr la diferenciacion neuronal a partir de la induccién de factores de
transcripcion. Diversos protocolos utilizan iPSC junto a la administracion de factores
de crecimiento para obtener progenitores neuronales o neuronas inmaduras con
caracteristicas muy diversas, ocasionando amplia variabilidad. Si bien se han logrado
obtener monocultivos de células neuronales, al aplicarlas en el sistema nervioso
dafiado éstas deberan interactuar con oligodendrocitos, astrocitos, microglia, por lo
tanto, la funcionalidad neuronal dependerd de las interacciones con la glia local
(Engle, Blaha y Kleiman, 2018). Actualmente, es posible obtener iPSC a partir de
células madre adultas neurales por expresion unicamente del gen Oct3/4, evitando la
activacion anémala del oncogen c-Myc implicado en el control del ciclo celular en el
desarrollo de teratomas (Takahashi, et al. 2007; Kim, et al. 2009). Por primera vez, se
logré generar células progenitoras neurales (CPN) y su diferenciacion in vitro a
subtipos neuronales y gliales a partir de iPSC provenientes de fibroblastos caninos.
Del mismo modo, se comprobd su seguridad terapéutica ya que luego de
administrarlas a caninos con LME croénicas, los pacientes no desarrollaron ningan tipo
de neoplasia durante los 12 meses de seguimiento (Chow, et al. 2020).

Por otro lado, las CMM son células multipotentes que en determinadas condiciones
de cultivo in vitro durante largo plazo logran modificar su expresion genética y
adquieren caracteristicas de pluripotencialidad, no son pluripotentes ya que no es un
célula individual la que es capaz de diferenciarse en todos los linajes embrionarios,
sino que poblaciones celulares multipotentes y otras unipotentes tienen la capacidad
de lograr expresar marcadores que permiten la diferenciacion en células de otros
linajes distintos al suyo de origen, es decir, en células del ectodermo y endodermo,
por lo que podrian diferenciarse en células renales, pancreaticas, endoteliales e
incluso nerviosas, fendbmeno que se conoce como transdiferenciacion (Dulak, et al.
2015). La transdiferenciacion es posible realizarla a partir de diferentes tejidos, las
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CMM (CMM) son una fuente importante de células multipotentes adultas que, en
cultivos in vitro, en presencia de determinados factores de expresion génica son
capaces de transdiferenciarse en neuronas, oligodendrocitos y células de Schwann.
Las principales caracteristicas que hacen de la transdiferenciacion un proceso de gran
interés es que parte de células de organismos adultos, de facil acceso y extraccion. A
su vez, el riesgo de teratogénesis y la probabilidad de rechazo es reducida en
comparacion a las terapias que utilizan CME o iPSC. La transdiferenciacion de CMM-
TA en células neurales puede ocurrir a partir de la estimulacién in vitro con diversas
sustancias que activan factores de transcripcion y hacen posible la diferenciacion. Es
sabido que varios estudios demuestran que el proceso de transdiferenciacion de CMM
a células neurales es posible, que éstas logran expresar marcadores especificos, asi
como una morfologia tipica (figura 7). Sin embargo, pocos de estos trabajos han
podido la formaciéon de neuronas funcionales, con canales i6nicos y capaces de
establecer circuitos neuronales (Wu, Shi, Huang, Wei, Feng, et al. 2018). Ademas, se
debera indagar mas sobre cémo obtener poblaciones de CMM-TA altamente
purificadas, actualmente constituyen poblaciones heterogéneas que difieren segun
donantes, zona de origen y esto hace que no existan marcadores Unicos con
posibilidad de utilizarse en todas las células para alcanzar la transdiferenciacién, por
lo tanto, los experimentos tienen reproducibilidad limitada (Luo, Hu, Yin y Xu, 2018).

Las acciones terapéuticas de las CMM se encuentran aun en investigacion y su
potencialidad terapéutica podria deberse a su capacidad de aumentar la expresion de
factores neurotréficos como el factor de crecimiento transformante-g (TGF- B), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEFG) y el factor derivado de células estromales
(SDF-1) en lesiones medulares. El factor TGF- (3 tiene efectos inmunoreguladores en
areas dafiadas y protege a las neuronas, el VEFG regula el crecimiento y el desarrollo
vascular con propiedades neurotréficas y neuroprotectoras al desempenfar efectos
fenotipicos en el desarrollo y reparacion del SNC, por ultimo, el SDF-1 promueve la
supervivencia neuronal frente a una lesion o una inflamacion. Por lo tanto, contribuyen
a la supervivencia celular e inducen la diferenciaciéon de las células progenitoras
neuronales endogenas, siendo claves en la proliferacion y diferenciacion del tejido
neural (Besalti, et al. 2016; Jung, et al. 2009).
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Figura 7. Evidencia de la capacidad neurogénica de las CMM-MO caninas. Empleando
inmunohistoquimica se identifican marcadores especificos de células neurales: GFAP
(proteina &cida fibrilar glial); CNPase (anti-2'3"-nucledétido ciclico-3'-fosfodiesterasa),
B-tubulin Ill, MAP2 (proteina-2 asociada a microtibulos. Tomada de Besalti, et al.
(2016).

3.8.3 Seguridad y eficacia de las terapias celulares en TMA

El canino es un importante modelo para el estudio de lesiones medulares y sus
posibles terapias dada su similitud con la especie humana, ya que presentan lesiones
similares de forma espontanea (como por ejemplo hernias discales) asi como
semejante fisiopatologia del trauma y regeneracion. Como fue expresado
anteriormente, la fase proinflamatoria que ocurre en la etapa de lesion secundaria
puede ser desfavorable para la regeneracién y afectar negativamente la neurogénesis
endogena, por lo cual, el trasplante celular puede ser beneficioso debido a su
capacidad secretora de citoquinas antiinflamatorias y factores de crecimiento
inmunomoduladores. De esta manera, se podria mejorar la reparacion medular y la
formacion de cicatriz glial (McMachill, Borjesson, Sieber-Blum, Nolta y Sturges, 2015).
Si bien, es posible que el implante de células madre no provoque la regeneracion
tisular, se ha demostrado que la reparacion completa de la lesion medular no siempre
resulta necesaria ya que al restablecer un 10-15% de las conexiones medulares del
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total del dafio podria ser suficiente para obtener una mejora funcional (Besalti, et al.
2016).

Existen diversos estudios que utilizan perros para la investigacion en el uso de células
madre, mayormente de CMM. Las lesiones medulares caninas en algunos estudios
son inducidas experimentalmente mientras que en otros, utilizan perros con lesiones
naturales. Generalmente, los modelos experimentales inducen una lesion medular
perfecta, el porcentaje de dafio es previamente establecido y la terapia se aplica
durante cortos periodos de tiempo, mientras que las lesiones espontaneas y naturales
pueden involucrar multiples segmentos medulares, una mayor cantidad de tejido
adyacente y dificilmente la terapia celular se aplique inmediatamente posterior al dafio
(McMachill, et al. 2015).

Las CMM pueden ser administradas por diversas vias, teniendo diferencias en cuanto
a practicidad, invasion y grado de especializacién de operadores. Se destacan las vias
intravenosa, intraparenquimatosa o intratecal. Las dos Ultimas tienen mayor ventaja
ya que al inyectarse muy cerca del sitio lesionado la concentracién obtenida es mayor
(Figura 8) (Khan, et al. 2019).

= Sin rechazo inmunoldgico

= Mayorseguridad bioldgica

= Mayor periodo de tiempo para cultivo
y aplicaciéon

= Mayor probabilidad de rechazo inmunoldgico

= Menor seguridad bioldgica

= Menor periodo de tiempo para cultivoy
aplicacion

= Aplicaciéna corto plazo por biobancode

TERAP'A CELULAR donantes

]

Trasplante de CMM

intervencion s
| Intraparenquimal |

quirdrgica

5 | Intratecal I
ADMINISTRACION

Figura 8. Tipos y vias de administracion de CMM utilizadas en lesiones de médula
espinal canina. Se mencionan principales diferencias entre las autélogas (derivadas
del propio animal que las recibe) y alogénicas (animales donantes). A su vez, se
nombran las principales vias de administracion utilizadas en los trabajos estudiados
para la realizacion de dicha revision. Elaboracion propia.
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A continuacion, seran mencionados ensayos clinicos que utilizan terapia celular en
caninos con traumas medulares divididos segun aplicacion terapéutica en lesiones
inducidas y lesiones naturales, ademas, se encuentran resumidas en la Tabla 2.

Modelos caninos con lesiones inducidas
Terapia celular

Con el objetivo de comparar los efectos terapéuticos de las CMM autblogas y
alogénicas en caninos con lesiones de médula espinal (LME) inducidas, Jung et al.
(2009) realizaron un estudio en el cual seleccionaron 30 caninos; los mismos se
dividieron en tres grupos: 1) control, 2) trasplante autélogo y 3) trasplante alogénico.
La LME se indujo experimentalmente mediante la inyeccion de catéter con balon de
silicona en espacio intervertebral L2 y L3 en direccidén craneal hacia T13 y L2, que
permanecio durante 20 minutos, ocasionando una lesién por compresion; luego de la
misma, todos los perros presentaron paralisis de MPs. A los 7 dias de la LME los
grupos 2 y 3 recibieron el trasplante de CMM derivadas de médula 6sea (MO) en una
Unica aplicacion, via intratecal entre L4 y L5. Los animales de los tres grupos fueron
evaluados y puntuados funcionalmente previo a la cirugia y posterior a ésta, durante
5 semanas. Los grupos tratados, obtuvieron mayores puntuaciones en la funcién
neuroldgica en comparacion con los del grupo control. Asimismo, se logré constatar
mediante RM, una reduccién significativa del tamafio de la lesidon en animales tratados
en comparacién al grupo control. La histopatologia revel6 dafios a nivel de materia
gris y blanca; hemorragia y necrosis parenquimatosa difusa, de mayor extensiéon y
gravedad en el grupo control. A las 5 semanas del tratamiento, se evidencié una
cavidad quistica en todos los grupos, de menor tamafio en el grupo autdlogo. Por
inmunofluorescencia se determiné la capacidad migratoria de las CMM,
evidenciandolas en el epicentro de la lesion; a las 4 semanas la mayoria de las CMM
alogénicas habian desaparecido, a diferencia de las autélogas que permanecian alli.
A su vez, encontraron aumentos en los niveles de expresion de factores como SDF-
1, VEGF y TNF- B, siendo mayores en el grupo aut6logo, mientras que en el grupo
alogénico la expresion disminuy6 drasticamente luego de las 4 semanas. De este
trabajo se desprende que el uso de CMM en LME de caninos, tiene efectos
terapéuticos benéficos, siendo mayores cuando se utilizan células autélogas. Ademas,
sostiene que los mismos, estdn vinculados a la sobreexpresion de factores ya
mencionados, implicados en la reparacion y supervivencia del tejido nervioso.

En el trabajo de Lim, et al. (2017) evaluaron la eficacia de las CMM derivadas de la
sangre del cordon umbilical (SCU) alogénicas y del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) en la recuperacion de la funcién neurolégica en caninos con
LME inducida. Para llevarlo a cabo, 25 perros fueron sometidos a hemilaminectomia
y se indujo la lesion de la ME por compresion en L1. Luego fueron asignados a cinco
grupos segun tratamiento y el trasplante se realizd6 una semana después de la LME;
los grupos 1y 2 fueron controles: 1) sin tratamiento (ST) y 2) solucion fisiologica (SF);
dentro de los grupos tratados se encontraban: 3) con G-CSF, 4) con CMM-SCU vy el
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5) tratado conjuntamente con CMM-UCB y G-CSF. El trasplante se realiz6 en el sitio
de la lesién, de forma intraparenquimal. Los animales que recibieron G-CSF, lo
hicieron via subcutanea una vez al dia por 7 dias seguidos. Todos fueron evaluados
por diferentes métodos durante 8 semanas. Segun el sistema de puntuacion funcional
al momento de la lesién todos los caninos tenian una puntuacion de 0, debido a que
presentaban paralisis de extremidades posteriores. Los mismos fueron reevaluados a
partir de las 2 semanas, obteniéndose puntuaciones mas altas y significativas en los
grupos tratados con CMM en comparacion a los grupos control (ST y SF). Los caninos
del grupo 3, no mostraron diferencias e incluso obtuvieron puntuaciones mas bajas en
comparacion a los grupos 4 y 5. Mediante RM se determiné el area de lesion a las 8
semanas, la misma disminuy6 en dos perros del grupo 3y en dos del grupo 4 mientras
gue en un perro de este mismo grupo la lesién intramedular tenia aspecto casi normal.
Los hallazgos histopatolégicos evidenciaron infiltracion generalizada de tejido fibroso,
adherencias en la duramadre y formacién de cavidades en todos los grupos, siendo
mayor en grupos control. En el grupo 4 se encontraron estructuras similares a células
neuronales en un area pequefia. Los resultados de este estudio mostraron mejoras
funcionales y sensoriales en caninos tratados con CMM-SCU después de la lesion
inducida de ME y que el uso de G-CSF no logré efectos beneficiosos. A su vez, no se
observaron signos de regeneracion de tejido medular segun imagenes de RM e
histopatologia. Por lo tanto, el trasplante de CMM-SCU puede servir como opcién en
el tratamiento terapéutico para la recuperacion de la funcionalidad medular luego de
una lesion.

Kim, et al. (2015) se plantearon como objetivo determinar si la administracion
intravenosa (IV) de CMM-TA podia utilizarse como tratamiento temprano alternativo
en LME aguda de caninos y reducir la dosis (y por ende los efectos adversos) de
glucocorticoides esteroides como la metilprednisolona (MPSS) que suelen ser
utilizados en lesiones medulares. Para llevarlo a cabo, sometieron 17 caninos a
hemilaminectomia para inducirles la lesion de ME por compresion con balén de
silicona en L1. Seis horas después, 16 caninos fueron divididos en 4 grupos, de 4
animales cada uno, para la aplicacion del tratamiento correspondiente. El grupo 1)
recibié unicamente CMM, el grupo 2) CMM y MPSS, al grupo 3) se le administré
Unicamente MPSS, mientras que, el grupo 4), no recibié tratamiento, siendo el grupo
control. Recibieron una dosis de CMM via intravenosa, una vez por dia durante tres
dias y la MPSS se inyectd primero en bolo y luego por infusion continua en las
siguientes 47 horas. El perro restante, fue utilizado para determinar la migracion
celular, la distribucién de las CMM en diferentes tejidos luego de la administracion
intravenosa. Los resultados de la evaluacion clinica mostraron mejoras significativas
en los grupos tratados con CMM (grupo 1 y 2) en comparacion al grupo control y no
presentaron ningun tipo de complicaciones secundarias; aquellos animales que
recibieron MPSS presentaron efectos adversos vinculados a su uso, como
hemorragias gastrointestinales a los 4 dias de comenzado el tratamiento. En cuanto a
la distribucién celular, las CMM migraron hacia sitios lesionados tanto de ME como
pulmén y bazo, pero no se encontraron en tejidos sanos. A la histopatologia (HP) el
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grupo 1 mostré menor grado de hemorragia e infiltracién microglial en el sitio de lesion
en comparacion a los demas grupos. Ademas, la infiltracion inflamatoria fue menor en
el grupo 1 y 2 en comparacion al resto. La formacion de metabolitos oxidantes fue
menor en el grupo que utiliz6 CMM junto a MPSS, mientras que se encontré una
disminucién de biomoléculas proinflamatorias (COX-2, IL-6 y TNF-alfa) en los grupos
que administraron CMM. Los grupos tratados aumentaron la expresion de marcadores
neuronales en comparacién con el grupo control, como también la expresion de GFAP,
un marcador de astrocitos reactivos vinculados a la creacion de un entorno
neuroprotector para la neurogénesis endoégena, y de oligodendrocitos maduros,
pudiendo indicar regeneracion de células neurales. Asimismo, se observé una
disminucidén en la expresion de proteinas, implicadas en la proliferacion celular y
apoptosis, relacionandose a una astrogliosis disminuida. Las conclusiones de este
trabajo fueron que los efectos terapéuticos de las CMM estan dados por su accién
neuroprotectora basada en la secrecion de factores angiogénicos y neurotréficos y por
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorios mencionadas anteriormente; a su
vez, las mismas tienen seguridad terapéutica ya que no se han mencionado efectos
adversos. Por lo tanto, la inyeccion intravenosa de CMM — TA puede ser util en el
tratamiento alternativo en LME agudas.

Terapia celular combinada con matriz y/o modificacion genética

Resulta de interés destacar que las CMM pueden ser modificadas con el fin de lograr
mayores efectos terapéuticos, por ejemplo, Khan, et al. (2019) indujeron la expresion
de la enzima hemoxigenasa-1 en CMM para evaluar su efecto en lesiones medulares.
Esta enzima es normalmente expresada por neuronas de la médula espinal y posee
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. Para este estudio se cultivaron CMM-
TA alogénicas y por medio de un lentivirus se insertd el gen de la enzima
hemooxigenasa-1 (HO-1), obteniéndose células madre mesenquimales derivadas de
médula 6sea con expresion de HO-1 (CMM-TA+HO-1). A su vez, se comparé el efecto
de las mismas frente a CMM-TA no sometidas a la modificacién genética. Doce perros
fueron sometidos a una hemilaminectomia para la induccion de la LME por
compresion, mediante la insercion de un catéter de silicona entre L3-L4 y su arrastre
hasta L1. Inmediatamente después se inyectaron las CMM por infusién intravenosa y
se armaron tres grupos de 4 perros cada uno segun el tipo de cultivo que reciben: 1)
CMM-TA frescas, 2) CMM-TA+HO-1 frescas y 3) CMM-TA+HO-1 congeladas y
descongeladas (C/D). El procedimiento se repitié durante tres dias seguidos. Todos
los perros fueron evaluados al dia 1 constatandose paraplejia completa, con pérdida
total de reflejos sensoriales y motores y su seguimiento se realizo durante 4 semanas
después del trasplante. En cuanto a resultados se observo una recuperacion funcional
y motora gradual siendo mas rapida y de mayor puntuaciéon en los perros que
recibieron CMM-TA con expresionon de HO-1 sin importar si son frescas o C/D en
comparacién con el grupo que no la expresa. Ningun perro logré recuperar la
sensibilidad profunda. Ademas, por histopatologia lograron demostrar las propiedades
angiogénicas ya que se observé menor fibrosis en el epicentro de la lesion y mayor
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mielinizacion. Las mejoras funcionales fueron atribuidas a la expresion de factores
neuroprotectores, menor expresion de citoquinas proinflamatorias y mayor expresion
de citoquinas antiinflamatorias. Los autores concluyeron que la terapia celular basada
en CMM-TA con expresion de HO-1 es beneficiosa en LME por sus propiedades
terapéuticas, antiinflamatorias, antioxidantes y neuroprotectoras.

Se han evaluado también el uso de matrices biolégicas asociadas a las CMM con la
finalidad de brindar una estructura de soporte para la formacion de nuevo tejido. Si
bien es posible que la utilizacion de una matriz por si sola no tenga efectos
neurotréficos y neuroprotectores, en ella se encuentran factores de crecimiento que
promueven la diferenciacion y proliferacion de células progenitoras neurales,
favoreciendo los beneficios de la terapia celular cuando se utilizan conjuntamente con
CMM (Park, et al. 2012).

En el estudio de Park y su equipo (2012) investigaron qué mecanismos estaban
involucrados en el uso de CMM inducidas neurolégicamente (CMMN) combinadas con
una matriz/andamio, y que efectos tenian éstos sobre la funcion de MPs paralizados
luego de la LME inducida. Para esto se seleccionaron 12 perros que fueron sometidos
a una LME por compresiéon con balon de silicona en L1, los mismos se clasificaron
aleatoriamente en 4 grupos. A la semana, el grupo 1 recibié de forma intraparenquimal
CMM-MO alogénicas inducidas neuroldégicamente junto a la matriz, al grupo 2 se les
administré Unicamente la matriz y al tercer grupo, suero fisiolégico, siendo este el
grupo control. Los animales fueron evaluados semanalmente y puntuados segun
funcionalidad neurolédgica durante 9 semanas. Las CMM a las 24 hs de la induccion
lograron exhibir aspecto neuronal con aumento en la expresion de proteinas
neuronales y gliales. Todos los perros presentaban paralisis completa de MPs y a las
6 semanas del trasplante se observo una mejora gradual en locomocion, siendo mas
significativas en el grupo 1, ya que tres perros de este grupo lograron soportar su peso
corporal de forma ocasional. Los cambios atréficos y fibréticos estaban presentes en
la zona de lesion, en el epicentro de la misma, se observo proliferacion fibroblastica
severa en todos los grupos, pero en el grupo 1 hubo reduccién de ésta y al igual que
en el grupo 2, la lesion se limit6 a la zona de compresion. Por inmunofluorescencia se
revel6 mayor expresion de factores neurotréficos y neuroprotectores, proteinas
asociadas con la regeneracidbn neuronal y menor presencia de citoguinas
proinflamatorias en el grupo 1 en comparacion con los demas grupos. Dicho estudio
concluy6 que las mejoras en la recuperaciéon funcional de caninos con LME inducidas,
pueden deberse a la combinacion de matriz y CMMN debido a que reducen la
gravedad de la patogénesis de la lesion. Los efectos terapéuticos pudieron deberse al
aumento de sustancias neurotroficas que reducen la inflamacion y la astrogliosis,
limitando la extension de la lesion y mejorando la regeneracion neurona.

Asimismo, en el trabajo de Wu, et al. (2018), los autores construyeron un tejido de red
neuronal en andamio de gelatina con CMM alogénicas inducidas a células
madre/progenitoras neurales con el objetivo de evaluar la eficacia en el tratamiento de
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seccion medular completa en caninos. Para el estudio se cultivaron CMM-MO
alogénicas con transfeccion por adenovirus del gen TrkC y células de Schwann (CS)
con sobreexpresion de neurotrofina- 3 (NT-3). Se mezclaron partes iguales de CMM
con TrkC y CS son sobreexpresion de NT-3, luego se sembraron en matriz/andamio
de gelatina 3D para cultivarse durante 14 dias. La lesion de ME se indujo en 15 perros
sanos por laminectomia dorsal exponiendo los segmentos medulares T9-T10, se
realiz6 seccion completa de 1 cm de ME junto a las raices nerviosas, en el mismo
momento, se injertd el tejido de red neuronal junto al andamio de gelatina o
Gnicamente el andamio de gelatina. Los animales fueron clasificados en cuatro
grupos: 1) 6 perros recibieron andamio junto a red neuronal derivada de CMM vy
sobrevivieron 6,5 meses, 2) 3 perros recibieron Unicamente andamio de gelatina y
sobrevivieron 6,5 meses, 3) 3 perros Unicamente con seccion completa de médula
espinal y sobrevivieron 6,5 meses, 4) 3 perros recibieron el tejido de red neuronal en
andamio de gelatina y sobrevivieron 2 meses. Como resultados se obtuvieron CMM y
CS modificadas genéticamente, sembradas de forma conjunta en un andamio y
después de 14 dias de cultivo se observéd expresion por inmunofluorescencia de
células madre neurales, marcadores de neuronas inmaduras y en menor medida
maduras, también lograron identificar conexiones entre células similares a sinapsis.
La densidad de fibras nerviosas regeneradas fue mayor en los grupos 1 y 4 en
comparacion con el grupo que recibié solo el andamio (figura 9) A su vez, se evidenci6
la seccibn medular completa por RM, la misma disminuyé su tamafio y mostro
regeneracion de tejido nervioso en el sitio del injerto (figura 10), relacionandose con
una mejora gradual en la locomocion segun sistema de puntuacion utilizado. Ademas,
demostraron que células similares a neuronas derivadas de CMM sobrevivieron hasta
los 6,5 meses después del injerto. Los autores concluyeron que este tipo de terapia
se integra muy bien al circuito neural de caninos con LME y sirven para la recuperacion
gradual de la funcion motora de las extremidades pélvicas.
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Figura 9. Patron de distribucion de fibras nerviosas regeneradas en sitio de lesion
medular inducida. La tincion de inmunofluorescencia muestra que la densidad de las
fibras nerviosas es mayor a los 2 (K) y 6,5 meses (L) en la zona de injuria/injerto en el
paciente que recibio el tejido de red neuronal derivado de CMM en comparacion con
el grupo que recibioé Unicamente el andamio de gelatina. No se conservan diferencias
en cuanto a densidad en area rostral y caudal entre los 2 y 6,5 meses de ocurrida la
injuria/lesion. Imagen tomada y adaptada de Wu, et al. (2018).
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Figura 10. Efectos del trasplante de CMM en modelo de lesion medular inducida.
Trasplante de tejido neuronal en andamio de gelatina derivado de CMM promueve la
regeneracion nerviosa después de una seccién medular completa (A1-A2). Se extrajo
4 mm de ME en T10 para crear un modelo de lesion experimental (A). A los tres dias
la RM revela pérdida de integridad medular (imagenes B-B y C-C1) de tractos
nerviosos en area de lesion por tensor de difusion (ITD) (B2 y C2), imagenes de B a
B2 son de un canino del grupo uno y de C a C2 un canino del grupo dos. A los 6,5
meses se vuelven a evaluar por RM y ITD los mismos caninos observandose en el
grupo uno menor espacio entre los extremos medulares seccionados (D-D1) y mayor
regeneracion nerviosa (D2) en comparaciéon con el grupo dos, E-E1 y E2
respectivamente. Figura tomada y modificada de Wu, et al. 2018.
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Consideraciones generales sobre las terapias de LME inducida

En cuanto a la eficacia terapéutica se puede decir que todos los estudios lograron
mejoras significativas en el examen neurolégico y de locomocion. Sin embargo, en
ninguno de los trabajos se logré recuperar la sensibilidad al dolor profundo, asimismo,
algunos de los caninos lograron mantener su peso corporal de forma ocasional (Park,
etal. 2012 y Khan, et al. 2019). Como era de esperarse, aquellos perros con paraplejia
gue no recibieron tratamiento, no recuperaron la funcion motora (Lim, et al. 2007). El
grado de fibrosis y desmielinizacion neural pudo evidenciarse mediante
inmunohistoquimica e histopatologia. Se identifico la migracion celular de las CMM
marcadas con GFP en el sitio de lesion, encontrandose principalmente en el epicentro
de la misma, hacia craneal/ rostral, con mayor concentracion en sustancia gris,
mientras que, la sustancia blanca puede estar afectada (Lim, et al. 2007) como no
(Khan, et al. 2019). Dicha evidencia se relacion6 con el examen histopatoldgico en el
cual se identifico la reduccién de la fibrosis limitada al area lesionada y a la reduccion
de cavidades quisticas de la ME en grupos tratados con CMM; pero no se recupero la
remielinizacion del tejido dafiado para alcanzar la reparaciéon neuronal (Jung, et al.
2009; Khan, et al. 2019; Lim, et al. 2007). Resultados similares se observaron en
caninos tratados con matrices junto a células neurales, lograron reducir la proliferacion
de células similares a fibroblastos en el epicentro de la lesion. Sin embargo, en
aquellos tratados Unicamente con matriz, no se evidenciaron reducciones en cuanto
al grado de fibrosis, pero si se limita el dafio secundario a la zona de compresion. Se
podria decir que la matriz se utiliza como reemplazo del tejido perdido, evitando la
progresién del dafo (Park, et al. 2012). En base a los trabajos mencionados
anteriormente, se puede decir que la matriz por si sola no estimula la regeneracién
axonal, la utilizacion combinada con CMM puede mejorar el microambiente de la ME
lesionada y favorecer la sintesis de factores neurotréficos, antiinflamatorios que
disminuyen la astrogliosis, favoreciendo la recuperacion motora de caninos con LME.

Se plantearon diferentes hipétesis para los efectos beneficios en el uso CMM. Entre
estas, el aumento de factores neuroprotectores en el sitio de lesion como el factor
neurotréfico derivado de la linea glial (GDNF), el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento nervioso (NGF) (Khan, et al. 2019). La potencialidad neurotréfica se
vinculé a mayor crecimiento y ramificaciones de axones, como a la prevencion de la
apoptosis, mitosis y diferenciacion de poblaciones progenitoras endégenas,
demostrado por la sobreexpresiéon de NGF y NT-3 en animales tratados con CMM,
ademas se evidencio un aumento de biomoléculas que promovieron el crecimiento de
neuritas (Park, et al. 2012). Asimismo, existio mayor expresion en CMM autologas en
comparacion con las alogénicas, posiblemente debido a la destruccion por parte del
propio sistema inmunitario dado que no se utilizé terapia inmunosupresora en estas
altimas (Jung, et al. 2009). Del mismo modo, los beneficios pudieron deberse a una
astrogliosis reducida, la misma fue observada en CMM inducidas a la expresion de
HO-1, enzima encargada de inhibir la produccién de radicales libres, deteniendo la
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apoptosis neuronal (Khan, et al. 2019), mientras que, en otro trabajo, la astrogliosis
reducida se asocio secundariamente al aumento de factores neurotroficos (Park, et al.
2012). También, los efectos terapéuticos pudieron estar dados por la disminucién en
la expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNF-alfa, IL-beta y el aumento
de la expresion de marcadores antiinflamatorios como IL-10 (Kim, et al 2015; Khan, et
al. 2019; Park, et al. 2012). Por lo anteriormente mencionado, los efectos terapéuticos
beneficiosos de las CMM posiblemente se deban a distintas propiedades ya sea,
antioxidantes,  antiinflamatorias, = inmunomoduladoras,  neurotroficas  como
neuroprotectoras, que pueden ocurrir en forma asociada. En la actualidad los
mecanismos de accion de las CMM son variados y consecuentemente, aln no esta
totalmente elucidado su mecanismo de accion.

Con el fin de demostrar la capacidad neuro-regenerativa de las CMM se logré la
diferenciacion in vitro en células de tipo neuronal y glial constatado por sobreexpresion
de proteinas asociadas a la regeneracion neuronal y glial como MAP2, beta-tubulina,
NeuN, nestina y GFAP mediante inmunofluorescencia, de igual forma, por
inmunohistoquimica, se las identificé en sitio de lesion (Park, et al. 2012). Ademas, se
demostré la sobreexpresion de marcadores de neuronas maduras; también se
visualizaron fenotipicamente estructuras similares a neuronas caracterizadas por
soma redondo o fusiforme con prolongaciones largas y finas. Las células lograron
expresar marcadores presindpticos y postsinapticos sugiriendo que tienen la
capacidad de recibir y enviar sefiales eléctricas a través de sinapsis, asimismo, se
constaté la presencia de canales i6nicos dependientes de voltaje demostrando que
las CMM son capaces de generar potenciales de accion. Se sugirié que las CMM
tienen potencialidad de sintetizar neurotransmisores dado que se ha constatado la
expresion de GAD67, enzima mediadora del GABA, glutamato y colinacetiltransferasa
(ChAT). Ademas, se demostro que, al utilizar matrices, éstos se integran al organismo
del huésped y posibilitan la regeneracion nerviosa en el sitio de la injuria,
restableciendo conexiones nerviosas con posibles interacciones quimicas y eléctricas
entre células. (Wu, et al. 2019). Existe el conocimiento de que con restaurar entre un
10-15% de las conexiones medulares ante un dafio es posible lograr recuperar
funcionalidad motora (Besalti, et al. 2016). Por lo tanto, se abre una ventana de
nuevas investigaciones en cuanto al uso en conjunto de terapia celular inducida
genéticamente y matrices, ya que cada una de ellas proporciona beneficios
complementarios que se ven reflejados en mejoras importantes en la locomociéon de
animales que sufrieron LME inducida. Por lo tanto, estos antecedentes son
auspiciosos debido a que se consigue a través de la biotecnologia generar células
neuronales y gliales funcionales, lo que parece un avance importante hacia la
potencial regeneracion in vivo.

En cuanto a seguridad terapéutica en el uso de terapia celular sola o combinada con
matrices, ninguno de los perros tratados desarrollé efectos adversos. Sin embargo, en
dos caninos que ademas recibieron tratamiento con metilprednisolona, se observaron
hemorragias gastrointestinales severas (Kim, et al. 2015) no relacionadas al uso de
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CMM en si, sino que, asociadas a Ulceras peptidicas causadas por el uso de
glucocorticoides. En consecuencia, se podria decir que el uso de CMM en caninos con
LME inducidas es seguro ya que no se describieron alteraciones secundarias
importantes.

A modo de analizar la evidencia cientifica descripta anteriormente es posible observar
que en la mayoria de los estudios se utilizd un modelo de lesién que ocluye entre un
80-85% del canal medular (Kim, et al. 2015 y Khan, et al. 2018). Para esto, los caninos
fueron sometidos a hemilaminectomia junto a embolectomia, ocasionando una lesion
de ME entre T13 y L1 por compresion, variando en tiempo y sitio anatémico, sin existir
diferencias respecto al dafio primario como secundario (Kim, et al. 2015 y Khan, et al.
2018; Jung, et al. 2009; Lim, et al. 2007; Park, et al. 2012). Otro estudio prefirid
seccionar completamente la ME en T9-T10 (Wu, et al. 2018). Este tipo de lesion
condujo a la inmediata paraplejia sin reflejos sensoriales y motores, con pérdida de la
PDP e incontinencia urinaria. Respecto al origen de las CMM, en los estudios se
utilizaron tanto CMM del propio paciente (autdlogas) o de un donante de la misma
especia (alogénicas) y a su vez derivadas de diferentes tejidos como sangre del
cordon umbilical (Lim, et al. 2007), MO (Jung, et al. 2009) y TA (Kim, et al. 2015; Khan,
et al. 2019). En cuanto a la conservacion de las CMM, se ha demostrado que no
existen grandes diferencias entre la utilizacibn de células frescas y las
congeladas/descongeladas, lo que permite contar con una inmediata disponibilidad de
CMM criopreservadas evitando los tiempos de espera desde su cultivo hasta su
disponibilidad de uso (Khan, et al. 2019). A su vez, algunos autores intentaron mejorar
la eficacia terapéutica de las CMM mediante dos técnicas principales, la
administracion conjunta de CMM y matrices de colageno (Park, et al. 2012; Wu, et al.
2019) y modificacion genética de las CMM (Khan, et al. 2019). Con respecto a las vias
de administracién, la méas utilizada fue la via intraparenquimatosa, la misma puede
realizarse a través de la exposicion de la zona de lesibn mediante cirugia, como
principales ventajas presenta mayor visualizacién de la ME y del sitio en cuestion,
posibilita la concentracion celular en el sitio especifico de lesién, lo que puede
asociarse a mayores efectos terapéuticos, ademas, admite la administracion
combinada con matrices/andamios. Dicho procedimiento requiere de anestesia
general y debe ser realizado por un médico veterinario especializado (Khan, et al.
2019; Lim, et al. 2007; Park, et al. 2012;). Sin embargo, también se vieron efetos
benéficos tras la administracion 1V, esta via presenta gran practicidad, es poco
invasiva y permite multiples aplicaciones sin necesidad de intervenciones quirdrgicas
0 anestésicas, ademas, puede realizarse en la clinica diaria (Kim, et al. 2015). En
resumen, se puede decir que los modelos experimentales utilizados ocasionan
lesiones medulares muy similares entre ellas, lo que facilita la interpretacion y
comparacion de los resultados clinicos. No obstante, al igual que en los modelos de
lesiones naturales, los trabajos presentan cierta heterogeneidad en cuanto a la
eleccion del tipo de terapia celular y las vias de administracion debido a que aun no
estan estandarizados.
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La principal ventaja de los estudios de LME inducida es la potencialidad de obtener
mayor evidencia cientifica que los estudios de casos clinicos espontaneos. Es posible,
obtener informaciébn  post-mortem mediante examenes histopatologicos,
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia evidenciando caracteristicas de las
lesiones, extension del dafio, supervivencia celular y viabilidad de las mismas; lo que
permite plantear hipétesis y asociaciones en cuanto a la sobreexpresion de factores y
marcadores especificos de regeneracion y actividad neural que se relacionan
directamente con los efectos terapéuticos y mejoras en la funcionalidad nerviosa.
Cabe destacar que todas las investigaciones planteadas son de origen asiatico, donde
se permite la experimentacion animal con modelos invasivos en caninos; su uso se
justifica a que el modelo de lesiobn de la ME guarda grandes semejanzas
fisiopatoldgicas con los humanos, por lo tanto, los resultados obtenidos podrian ser
extrapolables a la aplicacion clinica en esta especie. En el mundo occidental, la
experimentacién con animales domésticos conlleva mayores conflictos éticos y
morales lo que dificulta la realizacion de este tipo de estudios.

El andlisis de las investigaciones deja en evidencia la heterogeneidad en cuanto a
coémo se utilizan las CMM, y quizas a futuro se encuentre la forma de estandarizar la
aplicacion de las mismas. Asimismo, permiten entender los diferentes mecanismos de
accion y reflejan su potencial eficacia y seguridad terapéutica. Se destaca que todos
los estudios tienen como unico fin lograr la recuperacién funcional de la médula espinal
lesionada o al menos permitir que los caninos implicados logren valerse por si mismo;
considerando importante alcanzar una mejor calidad de vida tanto para ellos como
para su entorno; ya que permanecer parapléjicos implica por parte de sus propietarios
mayor demanda de tiempo y requiere especial cuidado, sumado los gastos
econdémicos que conlleva y sin lugar a dudas, el desgaste psicoldgico que ocasiona.

Casos de estudio con lesiones naturales en caninos

Algunos autores utilizaron CMM en lesiones naturales de ME para investigar sus
efectos en la recuperacion del dafio, la importancia de este tipo de lesiones se debe a
que los resultados pueden aproximarse y compararse a lo que ocurre en la realidad.
Uno de los trabajos fue el de Penha, et al. (2014), el mismo tuvo como objetivo
evidenciar los efectos terapéuticos del trasplante autélogo de CMM-MO en 4 caninos
con LME debido a la compresién por hernias discales toracolumbares, ubicadas entre
T12- L5. Los caninos presentaban paraplejia y fueron sometidos a hemilaminectomia
para la descompresion medular; si bien recibieron fisioterapia no mostraron mejoras
clinicas funcionales en un plazo de 6 meses; por lo cual, se decide aplicar CMM-MO
en una segunda intervencion quirargica en la que por hemilaminectomia se expuso la
meédula espinal, las células fueron inyectadas y sobre ellas se coloco una red de
colageno como andamio, con el fin de evitar la propagacion de las mismas. Todos
recibieron diferentes modalidades de fisioterapia en el periodo de estudio. Recién a
partir del dia 10 se observé una recuperacion progresiva del reflejo paniculo cutaneo,
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menor respuesta frente a la percepcion del dolor superficial y profundo y mejora
moderada de la propiocepcion. Ademas, dos de los perros presentaron, mejoras en la
funcidn intestinal y urinaria. Después de los 6 meses los avances no fueron
significanticos. El periodo de evaluacion finalizé a los 18 meses, obteniéndose
mejoras clinicas en 3 de los 4 perros, pero las imagenes de RM no mostraron cambios
en las lesiones relacionadas a las mismas. Ningun animal presentd lesiones
secundarias como compresiones extradurales. Los autores concluyeron que la
administracion de CMM-MO es segura y simple, a su vez, produce algunos beneficios
clinicos evidentes en animales.

En otro trabajo, Besalti, et al. 2016, seleccionaron 13 caninos con lesiones de médula
espinal agudas y cronicas entre las vértebras T3-L7 secundarias a un trauma externo.
Los mismos habian recibido previamente tratamiento conservador y/o quirdrgico, pero
continuaban sin mejoras, parapléjicos y con pérdida de dolor profundo. Se les realiz6
radiografia de columna vertebral y resonancia magnética previo al tratamiento celular.
Los animales fueron evaluados neurolégicamente mediante una escala de puntuacion
segun marcha, nocicepcion, propiocepcion y examenes electrofisiolégicos, como,
potenciales evocados somatosensoriales (PES) y potenciales evocados motores
(PEM) durante 12 meses. Se cultivaron CMM-MO autblogas diferenciadas
neurolégicamente in vitro, las mismas se inyectaron de forma percutanea intraespinal
al dia 42 y 63. Como resultados los autores observaron mejoras en la puntuacion de
la marcha en 6 de los casos; mejoras en la marcha, propiocepcién y nocicepcién en
solo 2 y en 5 animales no se evidencié ninguna mejora. Los autores concluyeron que
los resultados de la terapia celular con CMM autélogas diferenciadas
neurolégicamente in vitro son beneficiosos, pero pueden variar segun gravedad de
lesion, dosis, momento y vias de administracion.

Con el fin de comparar los efectos terapéuticos entre la cirugia descompresiva por si
sola o combinada con CMM, Kim, y su equipo de trabajo (2016) seleccionaron 34
caninos parapléjicos sin percepcion de dolor profundo (PDP) a causa de hernias
discales toracolumbares agudas con menos de 24 horas de evolucion. Todos los
perros fueron sometidos a cirugia descompresiva por hemilaminectomia con
extraccion del disco extruido, 25 caninos recibieron Gnicamente el tratamiento
quirdrgico mientras que 9 perros ademas recibieron en la misma intervencion el
trasplante de CMM-TA alogénico via intraparenquimal. También realizaron fisioterapia
por electroacupuntura y terapia con laser. Los caninos fueron evaluados al final del
estudio a un plazo mayor de 6 meses. Como resultados obtuvieron un éxito del 77,8%
en el grupo de CMM en comparacion al 52% del grupo de cirugia. De los 9 perros que
recibieron la terapia celular, 7 lograron la recuperacion completa, es decir, recuperaron
la percepcion del PDP y la capacidad de deambulacion, un perro logr6 mejoras
Gnicamente en su locomocion y el otro no logré recuperarse. Asimismo, el grupo
tratado con CMM logré menores tiempos de recuperacién en comparacion al grupo de
cirugia (60 y 63 dias respectivamente). Los autores concluyeron que las CMM-TA
utilizadas conjuntamente con cirugia descompresiva en perros con hernias discales
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agudas sin PDP logra mayores beneficios terapéuticos en cuanto a la funcion
neuroldégica en comparacion al tratamiento quirargico por si solo, y que los mismos se
deben a las propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras de las CMM (Kim, et al.
2016).

Con el mismo objetivo que el anterior, es decir, comparar los efectos de la
descompresion quirdrgica por si sola o combinada con CMM-TA alogénicas, pero en
esta oportunidad, sobre pacientes con LME por hernias discales toracolumbares. Bach
y su equipo (2019) seleccionaron 22 perros adultos con pardlisis aguda y evaluaron
su funcionalidad neuroldgica, clasificandolos en grado IV (paraplejia de extremidades
posteriores, presencia 0 ausencia de nocicepcion y dolor profundo presente) y grado
V (paraplejia con pérdida de DP), todos los animales tenian afectada la miccion. Se
sometieron a técnicas de imagen (TC) para localizar sitio de lesion, siendo el mas
comun T13-L1. Fueron divididos en grupos, grupo 1 sometidos Unicamente a cirugia
y grupo 2, cirugia y trasplante de CMM-TA. En el transcurso de 7 dias posteriores a la
LME aguda los animales fueron sometidos a cirugia descompresiva por
hemilaminectomia y el grupo 2 recibié en espacio epidural una Unica dosis de CMM-
TA. Los perros fueron evaluados hasta 90 dias después del alta hospitalaria. Como
resultados se encuentro que, sin importar el grupo, todos los animales recuperaron la
miccién voluntaria después de la cirugia. En cuanto a la recuperacion de la
locomocion, el 100% de los perros clasificados como grado IV (14/14) lograron
recuperarla al igual que Unicamente un perro de los ocho pertenecientes al grado V
(12,5%), los demas no presentaron mejoras en los 90 dias posteriores a la cirugia.
Los animales del grupo 2 lograron una media en la recuperacion de la locomocion de
7 dias mientras que aquellos pertenecientes al grupo 1 lo alcanzaron a los 21 dias, lo
mismo sucedid con los tiempos de hospitalizacidn, 3 dias vs. 4 dias respectivamente.
Concluyen Las consideraciones finales fueron que el trasplante epidural de CMM-TA
junto a la cirugia descompresiva contribuye positivamente a la mejora motora en
perros con hernias discales agudas que se encuentran parapléjicos. Ademas, logran
menores periodos de recuperacion y tiempos hospitalarios en comparacion a los
perros que reciben Unicamente el tratamiento quirargico (Bach, et al. 2019).

Otra investigacion, planteé comparar la eficacia del tratamiento con CMM vy de la
terapia convencional, fue asi que Bhat, et al. (2019) seleccionaron 44 casos clinicos
con fracturas vertebrales causadas por accidentes automovilisticos o caidas con PDP
intacto. A los mismos se les extrajo CMM de la cresta iliaca, luego de su aislamiento,
cultivo y diferenciaciéon se obtuvieron CMM-MO, estas se inyectaron via percutanea
en sitio de lesion medular en dos dosis, al dia 0 y al dia 15. Mediante examen
neuroldgico se puntud la recuperacion de todos los animales, como resultados se
observo una mejora significativa en la propiocepcion, marcha y en el dolor superficial.
No se mostraron diferencias entre los grupos en cuanto al reflejo perineal, control de
la defecacién y tono de la vejiga urinaria, la atrofia muscular mostré mejoras graduales
en el grupo tratado con CMM. Dicho estudio concluyé que el 50% de los caninos
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tratados con CMM muestra mejoras funcionales significativas en comparacion con el
20% que reciben tratamiento convencional.

En el trabajo de Prado et al. (2019) surge la idea de utilizar CMM derivadas de pulpa
dentaria de dientes deciduos exfoliados caninos (DDEC) en LME para determinar si
el tratamiento en conjunto con acupuntura ayuda a la conservacion de las células en
el sitio de lesion aumentando los efectos beneficiosos. Para esto, eligieron 16 perros
parapléjicos con diagnostico de hernia de disco intervertebral toracolumbar
distribuidas entre T10-L4 con un minimo de tres meses de evolucion, pero con pérdida
de dolor profundo y aparicion aguda de paralisis dentro de las 24 hs de ocurrido el
trauma medular. Por laminectomia dorsal se expuso la ME y se inyectaron las CMM
de forma intraparenquimal en el sitio de lesion, hacia craneal y caudal de la misma. A
la semana se volvié a inyectar de forma percutanea en tres sitios diferentes. Los
animales fueron clasificados en cuatro grupos: 1) trasplante de DDEC, 2) Unicamente
AC, 3) trasplante de DDEC + AC y 4) grupo control. Los del grupo control y AC
recibieron inyecciones de solucion fisioldgica. Ademas, todos los caninos recibieron al
menos 31 sesiones de acupuntura e hidroterapia en cinta de correr durante tres
meses. A su vez, todos los perros fueron evaluados al comienzo y al final del estudio
mediante examen neurolégico, evaluacion funcional por puntuaciones segun
gravedad de signos clinicos y evaluaciéon por imagenes mediante RM. Dicho estudio
concluyé que el trasplante de DDEC es seguro ya que ningun perro fallecié dentro de
los 7 meses de seguimiento y que a pesar de que presentan leves mejoras
neurolégicas y funcionales éstas no son significativas, por lo cual, no se puede asociar
los efectos beneficiosos al uso de DDEC solas o combinadas con acupuntura.

Una de las ultimas investigaciones encontradas fue la de Vikartovska, et al. (2020), la
misma desarrolld un protocolo de administracion, determinando dosis, numero de
aplicaciones e intervalos de tiempo de CMM-MO alogénicas en medio acondicionado
para luego, demostrar su seguridad y eficacia al aplicarlas en caninos con LME
cronica. En primera instancia se cultivaron CMM-MO durante 14 dias, luego se
mezclaron en un medio acondicionado y se congelaron en alicuotas a un volumen de
1x108 células. Se incluyeron al estudio 4 caninos con LME a nivel toracolumbar con 6
meses de evolucion, los mismos habian sido sometidos a cirugia descompresiva sin
éxito y presentaban paraparesia o paraplejia de miembros posteriores, sin dolor
profundo y en dos de los casos la funcion de la miccidon estaba alterada. Dichos
caninos recibieron 4 aplicaciones de forma intravenosa en infusiéon lenta 1-1,5 ml/kg
junto a 15-30 ml de suero fisiolégico, una vez por semana. Asimismo, todos los perros
realizaron fisioterapia desde el primer dia posterior a la aplicacion de las células
durante tres meses. Como resultados obtuvieron mejoras de entre 4 y 9 puntos en la
funcién locomotora en todos los perros, logrando marcha ataxica y mantener su peso
corporal, mayores rangos de movimiento articular y la miccion volvié a la normalidad
en los caninos afectados. Ninguno de los animales manifesté efectos adversos. Por lo
tanto, el protocolo de inyeccion intravenosa de CMM-MO en medio acondicionado fue
seguro y bien tolerado, del mismo modo en el que proporciona mejoras terapéuticas,
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pero establecen que la seguridad y eficacia debe evaluarse a largo plazo con mas
animales y con grupos control.

Para evaluar el potencial terapéutico de las CMM-MO alogénicas en LME Sharuny su
equipo (2020) seleccionaron 6 caninos con fracturas vertebrales compresivas no
desplazables con al menos dos semanas de evolucion. Las fracturas en su mayoria
(4/6) fueron de vértebras lumbares mientras que las demas fueron en vértebras
toracicas. Los caninos presentaban signos clinicos de diversa gravedad, pero todos
tenian la percepcion de dolor intacta, cuatro de ellos presentaban paraplejia y tres de
los mismos incontinencia urinaria, en cambio los dos restantes contaban con ataxia 'y
paraparesia, por lo que el déficit neuroldgico fue mas leve. La terapia celular se realizo
en 4 aplicaciones a intervalos de 15 dias, a un volumen de 1x10° células/ml, via
percutanea en parénquima medular, ademas recibieron terapia de apoyo mediante
gabapentina y metilcobalamina. Los perros se evaluaron mediante examen
neuroldgico previo al inicio del tratamiento y posterior a este cada 15 dia. Como
resultados obtuvieron que, de los perros paraliticos, tres lograron soportar su peso
corporal en cuatro apoyos y adquirir una marcha ambulatoria (figura 11) mientras que
uno de ellos no logré soportar su peso, pero si alcanzé mejoras en la locomocion;
todos recuperaron la miccidn voluntaria y los dos perros con leves déficits volvieron a
ser normales en cuanto a su funcién locomotora y nerviosa. Ninguno desarroll6 efectos
adversos como infecciones, dolor neuropético o deterioros neurolégicos posteriores.
Los investigadores concluyeron que la administracion percutanea e intraparenquimal
de CMM-MO tiene potencial terapéutico para mejorar déficits neurolégicos asociados
a fracturas vertebrales en caninos, por otra parte, se considera una estrategia segura
(Sharun, et al. 2020).
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Figura 11. Evolucién de un canino con lesién natural de médula espinal por fractura
vertebral tratado con CMM-MO. La imagen radiografica muestra: fractura no desviada
compresiva en canal medular en L2 (flecha amarilla). En el margen superior izquierdo
se observa al canino al dia 0, con paraplejia de miembros posteriores, ademas
presentaba incontinencia urinaria y presencia de PDP. A la derecha, el mismo canino
al dia 60 luego de la aplicacion de la terapia celular con recuperacion completa y
soporte de su peso corporal. Tomada y adaptado de Sharun, et al. 2020.

En el estudio clinico piloto de Escalhao, et al. (2017) el objetivo principal fue evaluar
la viabilidad y seguridad de la inyeccion percutanea (figura 12) de CMM-TA alogénicas
en perros con LME cronica y en segunda instancia verificar posibles efectos
terapéuticos. Para llevarse a cabo seleccionaron 6 caninos con fracturas, luxaciones
o enfermedad de disco intervertebral que presentaban como signos clinicos paraplejia
sin PDP e incontinencia urinaria de mas de 6 meses de evolucion. Todos recibieron
una inyeccibn de CMM-TA via percutanea guiada por RX en los segmentos
lesionados. Fueron evaluados previo al trasplante y durante el seguimiento del estudio
el cual fue de 16 semanas. Como resultados, mediante gammagrafia obtuvieron que
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las células administradas bajo esta via permanecian en el sitio de lesion medular hasta
al menos 24 horas después de la inyeccidon, no evidenciaron su difusion a otros
organos o tejidos, incluso al LCR. Ademas, ninguno de los animales presento efectos
adversos. En cuanto a la eficacia terapéutica, ninguno de los animales recupero la
PDP como tampoco la miccion voluntaria; de los 6 caninos, uno de ellos logré la
deambulacion normal al final del estudio, mientras que dos no recuperaron la
locomocion, pero uno de ellos dejé de automutilarse. Asimismo, los tres restantes
lograron mejoras en la puntuacion de entre 3 a 7 puntos (en una escala donde 0 indica
paraplejia completa y 14 indica marcha normal). Los autores concluyeron que la
aplicacion de CMM-TA via percutanea guiadas por rayos en LME crénica era factible
y que las mismas permanecian en el sitio de lesion. Ademas, su aplicacion fue segura
ya que no genero efectos adversos. Con relacion a la eficacia terapéutica, si bien se
observaron mejoras en la locomocién, plantearon volver a evaluar en un nuevo estudio
con mayor numero de animales.

(a)

Figura 12. Aplicacion de CMM por via percutanea. En (a) se observa la zona ya
preparada para la inyeccion y la identificacién del espacio vertebral por el cual se
realizara la misma. En (b) la imagen radiografica comprueba la presencia de la aguja
en canal medular previo a la aplicaciéon de las CMM. Extraida de Escalhao, et al. 2017.

Con respecto a la asociacion de CMM con matrices de colageno, Steffen y su equipo
(2018) investigaron el tratamiento de la enfermedad de disco intervertebral (DIV)
lumbosacra mediante inyeccion intradiscal de CMM autdlogas junto a microportadores
de colageno utilizando caninos como modelo animal. Se incluyeron al trabajo 20
perros diagnosticados por RM con enfermedad de DIV lumbosacra por degeneracion
y protrusion discal con compresion de la cauda equina entre L7-S1. Las CMM-MO se
cultivaron en presencia del factor de crecimiento transformante beta- 1 (TGF-b1) para
inducir la condrogénesis. La diferenciacion condrogénica in vitro de las CMM no
mostro diferencias significativas entre los andamios sembrados con TGF-bl y los que
no. Los andamios sembrados con TGF-b1 y CMM lograron acumular casi un 50% mas
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de GAGs en comparacion con el andamio sin dicho factor. A su vez, se realizaron
pruebas biomecanicas en segmentos lumbosacros ex vivo, no observandose fugas de
CMM durante la carga mecanica después de la inyeccion intradiscal. Los animales
fueron sometidos a descompresion quirtrgica por laminectomia dorsal a medida que
eran diagnosticados y en la misma intervencion quirdrgica las CMM se inyectaron en
profundidad del nucleo pulposo. Se formaron tres grupos: 1) 11 animales tratados con
CMM-MO junto a microportadores de colageno; 2) 6 caninos con microportadores de
colageno, CMM-MO y el TGF-bl y en el grupo 3) 3 caninos microportadores de
colageno junto a solucion fisiologica, siendo el grupo control (control). Los animales
fueron reevaluados por examen fisico y RM meses después del trasplante celular. En
cuanto a resultados clinicos, todos los perros tratados con andamios mejoraron el
dolor y la puntuacion de funcionalidad neuroldgica. Las inyecciones intradiscales
fueron bien toleradas en 18 de los caninos, pero 2 de ellos manifestaron aumento de
dolor en zona lumbosacra a las 3 semanas de las mismas. En la RM se evidencio
anormalidades morfoldgicas ausentes en la RM preoperatoria, se observaron lesiones
hiperintensas focales y redondeadas en médula subcondral y defectos en placa
terminal con protrusion del nucleo pulposo hacia cuerpo vertebral, cumpliendo con
criterios para el diagnostico de nddulos de Schmorl (NS). Dichas lesiones se
encontraron en un total de 6 perros (30%), 5 pertenecian al grupo 1y 1 perro al grupo
2. Por lo tanto, unicamente dos caninos manifestaron dolor asociado a NS, mientras
que 4 de los 6 perros afectados fueron asintoméaticos. Los investigadores concluyeron
que, las CMM se mantuvieron en el sitio de inyeccion, pero no regeneraron la
morfologia de los DIV. A su vez, la formacion de NS se describié por primera vez como
un efecto secundario no deseado asociado a la aplicacion intradiscal de
microportadores de colageno en conjunto a la terapia celular. Ademas, asociaron las
mejoras clinicas en todos los grupos a la descompresion quirdrgica y no a la utilizacion
de CMM (Steffen, et al. 2018).

Consideraciones generales sobre las terapias de LME naturales

Como conclusiones generales de los trabajos mencionados que utilizan CMM en LME
naturales, se puede decir que diversos estudios lograron efectos beneficiosos
atribuidos a diferentes hipotesis. Algunos autores establecieron que los efectos de las
CMM sobre el SNC estan dados por su capacidad antiinfamatoria e
inmunomoduladora y que sus mecanismos de accién se relacionan al aumento en la
expresion de citoquinas inmunomoduladoras como la interleucina- 10 (IL-10) (Bach,
et al.2019; Bhat, et al. 2018) y reduccidn en la expresion de factores proinflamatorios
(IL-1, IL-6, COX-2 y TNF-alfa), ocasionando de forma secundaria, un efecto
neuroprotector al disminuir la apoptosis y aumentar la supervivencia de células
nerviosas endogenas (Kim, et al. 2016). Sin embargo, de forma contraria, en otra
hipotesis se sostuvo que la eficacia terapéutica esta dada de forma primaria por el
aumento de compuestos neuroprotectores en el sitio de lesion y son ellos los que
causan la disminucién de la inflamacion y astrogliosis, aumentando la extension y
regeneracion neuronal (Besalti, et al. 2016). También se evidenci6 que las CMM tienen
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actividad paracrina y su interaccion con factores enddgenos de la ME pueden
estimular la liberacion de mediadores pro-regenerativos y la expresion de factores pro
angiogénicos responsables de la eficacia terapéutica (Penha, et al. 2014; Vikatrovska,
et al. 2020). En suma, a pesar de las diferentes hipétesis en dichos trabajos no se
considera que el mecanismo de accién de las CMM sea el reemplazo del tejido
funcional dafiado, siendo su capacidad de inducir regeneracion cuestionable. Sin
embargo, su capacidad inmunomoduladora podria ser la clave de sus efectos
terapéuticos al mejorar el microambiente de la lesion, evitando la progresion del dafio
y promoviendo procesos neuroprotectores.

En los resultados de las investigaciones descritas anteriormente se determino que los
animales lograron mejoras en su locomocion y deficiencias neurolégicas luego de la
administracion de CMM. Como es de amplio conocimiento en la neurologia veterinaria,
la pérdida de la PDP es un mal factor prondstico en las LME, ya que sugiere la
existencia de un dafo severo y profundo de la ME (Kim, et al. 2016). Sin embargo, en
los trabajos que aplicaron CMM en pacientes donde la PDP no estaba presente, se
obtuvieron resultados variados; algunos caninos mostraron mejoras por completo
cuando la pérdida de la PDP se constatd dentro de las 24 horas posteriores al dafio
y la terapia celular se realizdé dentro de la primera semana del mismo (Kim, et al.
2016); mientras que, en otros trabajos los resultados no fueron del todo prometedores
y las mejoras fueron parciales y limitadas a algunos animales (Cardoso, et al. 2017;
Besalti, et al. 2016; Penha, et al. 2014; Sharun, et al. 2020, Vikartovska, et al. 2020).
Este prondstico se mantiene tras el uso de CMM dado que se ha evidenciado que los
efectos terapéuticos son mayores cuando los animales mantienen la PDP intacta
(Sharun, et al. 2020).

Conviene destacar que en enfermedades del disco intervertebral agudas los
resultados fueron mayores en cuanto a mejoras clinicas cuando se utilizé la terapia
celular conjuntamente con el tratamiento quirdrgico (Kim, et al. 2016). Su uso también
se asocié a menores tiempos de recuperacion y de hospitalizacion (Bach, et al. 2019).
Asimismo, en LME croénica se evidenciaron mejoras clinicas progresivas (Besalti, et
al. 2016; Penha, et al. 2014), incluso en animales que habian recibido tratamiento
quirargico como primera medida (Vikartovska, et al. 2020). A pesar de las leves
mejoras neuroldgicas en este tipo de lesiones, no es posible asegurar que los mismos
se debieron al uso de la terapia celular sola 0 combinada con tratamiento quirdrgico o
fisioterapia (Prado, et al. 2019). En contraste, algunos autores postularon que las
mejoras clinicas se debieron a la descompresion quirdrgica y no al uso de CMM
(Steffen, et al. 2018). Por otro lado, el uso de CMM en fracturas y luxaciones
vertebrales logr6 mayores mejoras en comparacion con las observadas en caninos
sometidos exclusivamente al tratamiento convencional (Bhat, et al. 2018). Es preciso
sefalar que algunos animales recuperaron la miccion voluntaria y en aquellos donde
la PDP estuvo presente, se evidencié que soportan su peso y vuelven a caminar de
forma ambulatoria (Sharun, et al. 2020). En pocas palabras, podriamos decir que las
CMM son una potencial terapia para las LME al lograr grandes beneficios asociados
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a mejoras neuroldgicas y funcionales que varian segun origen y gravedad del dafio en
caninos parapléjicos, por lo que tienen una eficacia terapéutica variada. Se hace de
vital importancia la actualizacion de los profesionales veterinarios para el uso
adecuado de estas nuevas alternativas terapéuticas que aun estan en fase de
experimentacion.

Al igual que en los trabajos de LME inducidas, en los de lesiones de ME naturales
existio heterogeneidad en las vias de administracion de CMM utilizadas. Si bien se
utilizé la via intravenosa (Vikartovska, et al. 2020) y la intraparenquimatosa con
abordaje quirdrgico (Kim et al. 2016; Penha, et al. 2014; Prado, et al. 2019; Steffen, et
al. 2018), otros estudios describieron la administracion percutanea. Respecto a esta
via, si bien es de facil aplicacion, el médico veterinario encargado de administralas
debera contar con cierta experiencia, ya que la misma se realiza de forma intratecal o
intraparenquimatosa; también ya que admite la administracion intraparenquimatosa o
intratecal, cuenta con la ventaja de permitir el depdsito celular en el sitio de lesién
como a su proximidad, garantizando el volumen celular depositado en distintas capas
de la médula, por lo tanto, en un area mas amplia. Sin embargo, presenta como
desventaja, la necesidad de anestesiar al paciente para llevarlo a cabo (Besalti, et al.
2016; Bhat, et al. 2018; Escalhao, et al. 2017; Sharun, et al. 2020). Aun resulta muy
complejo poder determinar que via de administracién seria mas eficaz, por lo tanto,
hacen falta mas estudios al respecto.

En cuanto a seguridad terapéutica, no se observaron efectos adversos relacionados
a la administracion de CMM via intravenosa, intralesional e intraparenquimal (Penha,
et al. 2014; Kim, et al. 2016). Dicho punto fue evaluado mediante hemograma, funcion
renal y hepatica como también por examen neuroldgico, no encontrandose signos de
infeccion, inflamacidn o alteraciones funcionales, como tampoco deterioro neurologico
0 aparicion de dolor neuropético (Cardoso, et al. 2017). Sin embargo, se describe por
primera vez la formacion de nodulos de NS como efecto adverso asociado a la
utilizacion de terapia celular combinada con matriz cartilaginosos via intradiscal en
caninos con lesiones de disco intervertebral, su aparicion puede manifestarse
mediante dolor vertebral debido a que son herniaciones del NP que comprimen la ME
(Steffen, 2018). Por la evidencia revelada podria decirse que la terapia celular con
CMM en lesiones de médula espinal no genera grandes contraindicaciones, como
tampoco riesgo oncogénico, al menor durante el periodo de seguimiento de los casos
estudiados. De todas maneras, en estudios a futuro se debera realizar seguimientos
por un mayor periodo de tiempo, como también, profundizar el estudio debido a los
escasos reportes de efectos adversos como el anteriormente mencionado para
garantizar la seguridad terapéutica de las CMM.

Este tipo de trabajos basados en lesiones naturales y en pacientes reales, tiene como
principal limitante la falta de generar datos que demuestran con evidencia histolégica
e inmunohistoquimica los beneficios que puede tener la terapia celular; por lo tanto,
no se puede determinar con exactitud el/los mecanismos de accién de las CMM para
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ejercer sus efectos terapéuticos. Sin embargo, tienen la ventaja de ser una copia fiel
de lo que puede ocurrir en la realidad si se decide llevar su uso a la practica cotidiana.
Si bien la aplicacidon de terapia celular es heterogénea en los diversos estudios y aun
no esta estandarizada cual seria la forma de aplicacién ideal, si es necesario una Unica
dosis o multiples como los intervalos de tiempos entre aplicaciones, lo que podemos
mencionar de los articulos es que en aquellos en los cuales la aplicacion es sobre la
médula espinal directamente, el volumen de células es el mismo o muy similar; esto
se debe a la capacidad limitada que tiene la misma de recibir un volumen sin alterar
su estructura y por lo tanto empeorar el dafio en lugar de solucionarlo. En suma, hasta
el momento no existe un acuerdo en cuanto al uso de CMM en la practica clinica de
afecciones medulares en caninos paraliticos, debido a esto, es fundamental el
continuar los estudios clinicos en caninos con un riguroso protocolo experimental tanto
en el tipo de paciente como también las células y via de administracion.

Por ultimo, en Uruguay hasta el momento no existen descripciones de terapia celular
para afecciones neuroldgicas en caninos. Sin embargo, como antecedente podemos
mencionar que Yaneselli et al. 2018 aislaron y caracterizaron CMM provenientes de
tejido adiposo canino, ademas, se generd un biobanco de CMM criopreservadas
caninas para su potencial uso en estudios clinicos in vitro en medicina veterinaria
(Yaneselli et al. 2018).
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Tabla 2. Trabajos de lesiones de médula espinal inducidas y naturales donde se utilizan células madre como medida terapéutica.

Origen de
lalesion

Cantidad de animales y
caracteristicas

Zona de lesion

Momento y via de
aplicacion

Tipo, cantidad de células (x
millén) y frecuencia de
aplicacion

Resultados

Referencias

Inducidas

25 caninos paraliticos en MPs
por compresion  medular
inducida con catéter insuflado

30 caninos paraliticos en MPs
por compresién  medular
inducida con balén de silicona
insuflado

12 caninos paraliticos en MPs
por compresion  medular
inducida con catéter insuflado

16 caninos paraliticos en MPs
por compresion  medular
inducida con catéter insuflado

15 caninos paraliticos en MPs
sin PDP, por seccion medular
competa

12 caninos paraliticos en
MPs, con pérdida de dolor
profundo, por compresién
medular inducida con catéter
insuflado

Entre T13-L1

Entre L2-L3

Entre T13-L1

Entre T13-L1

T10

Entre L1-L2

7 dias después de la LME
de forma intraparenquimal
directa, por laminectomia

7 dias posteriores a la LME
Inyeccion percutanea
intratecal guiada por
fluoroscopia en L4-L5

7 dias después de la LME,
via Intraparenquimal en L1
con la duramadre intacta

Via IV ¢/ 24 hs durante 3
dias consecutivos
comenzando
inmediatamente
de la LME

después

En misma intervencion
quirargica, en zona de
seccion medular

Primera aplicacién
inmediatamente post a la
cirugia de LME, dos
aplicaciones méas cada

24hs Inyeccién intravenosa
por infusién continua, lenta.

CMM- UCB alogénicas 1x10¢
células en 150 ul de SF

CMM derivadas de MO
autélogas y alogénicas 1x107
Unica dosis suspendidas en
3ml de SF

CMM-TA inducidas
neurogénicamente y
sembradas en matriz 1x107
células suspendidas en 200 pl
de matriz

CMM- TA alogénicas 1x107
células en 10 ml de solucién
ringer lactato

CMM- MO cultivadas con CS y
sembradas en andamio de
gelatina

CMM- TA alogénicas frescas y
CMM-TA con expresioén del gen
HO-1 alogénicas frescas vy
Congeladas/Descongeladas

(C/ID) Frescas: 1x107 C/D:
1,5x107 Diluidas en 20 ml de
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Los grupos tratados mejoran puntuaciones de funcién motora
dos semanas posteriores a la administracion al igual que en la
velocidad de conduccién nerviosa evaluada por potenciales
evocados somatosensoriales. No hubo evidencia de RM ni
histolégica de regeneracion del tejido dafiado.

En comparacién con grupo control se observan mejoras
terapéuticas funcionales, de imagen por RM, histopatolégicos
e inmunohistoquimicos. Asociados a la sobre expresion de
factores neurotréficos y neuroprotectores

Los tratados muestran recuperacién funcional mejor 8
semanas después en comparacion a los que reciben solo la
matriz o el grupo control. La HP e IHQ revelan reduccion de la
fibrosis y mejora la regeneracion neuronal. Mayor expresion
de marcadores de extension neuronal y neurotroficos.

Grupos tratados (con MPSS 'y sin ésta) a los 7 dias posteriores
mejoraron el movimiento de MPs, ademas, muestran menor
expresion de citoquinas y factores proinflamatorios. La HP del
grupo que recibe solo CMM-TA revela menor hemorragia y
menor infiltracion microglial. Las CMM-TA se detectaron en
pulmén, bazo, higado y ME lesionada.

Restauracion gradual de la funcién motora en comparacion al
grupo control el cual no mostré cambios. La RM e ITD exhiben
robusta regeneracién del tacto nervioso en sitio de injerto.

El uso de CMM-TA con expresion de HO-1 obtiene mejoras
significativas funcionales en miembros posteriores, mayor
expresion de citoquinas antiinflamatorias y menor expresién
de proinflamatorias, propiedades antioxidantes, menor fibrosis
y mayor mielinizacion, se las considera neuro protectoras.

Lim, et al. (2007).

Jung, et al. (2009).

Park, et al. (2012).

Kim, et al. (2015).

Wu, et al. (2018).

Khan, et al.
(2019).



Naturales

4 caninos con LME crénica,
de 6 meses de evolucidn, sin

mejoras posterior al
tratamiento  quirdrgico  por
hernias discales agudas.

Distintos gados de gravedad.

34 caninos con paraplejia de
inicio aguda, menor a 24 hs,
sin PDP por hernias discales

6 caninos con paraplejia
cronica mayor a 6 meses de
evolucién

13 caninos parapléjicos con
pérdida de dolor profundo ya
tratados (conservador y/o
quirdrgico)  sin  mejoras,
secundario a traumas

44 caninos parapléjicos con
lesiones  medulares  por
fracturas vertebrales, con
presencia de PDP.

16 caninos parapléjicos con
pérdida del dolor profundo de
inicio agudo por hernias
discales cronicas

22 caninos parapléjicos con
TMA por hernias discales
(Hansen 1)

Entre T12 - L5

Toracolumbar

Toracolumbar

Entre T3-L7

Toracolumbar

Entre T10-L4

Entre T13-L1

Via intraparenquimal
directa, Unica aplicaciéon

Intraparenquimal directa a
través de la duramadre en
misma intervencion
quirargica descompresiva
dentro de los primeros 7
dias de ocurrida la LME

Inyeccion intraespinal
percutaneo guiada por RX

42 dias después de la LME
Inyeccion percutédnea

Al identificar sitio de lesion
por imagen Inyeccion
percutanea

Entre los 3 y 18 meses de
ocurrida la lesion Inyeccién
intraparenquimal  directa
previa laminectomia dorsal

Dentro de los 7 dias de
ocurrida la lesién Inyeccién
epidural junto a
hemilaminectomia para
descompresion

solucion de Hartmann Cada
dosis

CMM-MO  autblogas 1x10¢
células cada cm3 de lesion

CMM-TA alogénicas 1X107
células suspendidas en 150 pl
de SF

CMM-TA alogénicas

CMM - MO autélogas,
inducidas neurogénicamente in
vitro Dos dosis de 5x106 c/u
suspendidas en 1 ml de SF al
dia 42y 63.

CMM- MO alégenas canina
1x106 células, dos dosis a
intervalo de 15 dias.

CMM albégenas derivadas de
pulpa dentaria canina Dos
dosis de 2x10¢ c/lu al diaOy a
dia 7.

CMM alogénicas derivadas de
TA Unica dosis de 1x107
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A los 10 dias se observa recuperacion progresiva del reflejo
del paniculo cutaneo y menor respuesta frente al dolor
superficial y profundo, dos de los perros recuperan la
propiocepcién y miccién voluntaria. Tres perros mejoran lenta
y progresivamente durante 18 meses. Las mejoras no se
correlacionan a imagenes de RM.

El grupo tratado mediante cirugia descompresiva y CMM-TA
tiene una tasa de éxito (mejores signos clinicos y menores
tiempos de recuperacion) del 77,8% en comparacion al 52%
del grupo tratado con cirugia evaluados 6 meses después del
tratamiento.

Tres caninos mejoran la locomocién segun escala de
puntuacion, un anico perro recuperod la capacidad de caminar
sosteniendo todo su peso. Ninguno recuperé la PDP.

Se observan mejorias en marcha, propiocepcion, nocicepcion.
Ninguna mejora en 5 de los casos. Terapia prometedora. Sin
grupos control para comparar.

El 70% del grupo tratado con CMM muestra mejorias
significativas en la recuperacion funcional en comparacion al
grupo que recibe terapia convencional.

Los cuatro grupos tratados o no con CMM, presentan leve
mejoria neurolégica y funcional pero no significativas. No se
logro establecer mayores efectos con la terapia combinada.

En comparacion con realizar Gnicamente la descompresién
quirargica, el tratamiento combinado contribuye a una
recuperacion locomotora mas rapida y un menor tiempo de
hospitalizacién

Penha, et al
(2014)

Kim, et al. (2016)

Escalhao, et al.
(2017).

Besalti, et al.
(2016)

Bhat, et al. (2018)

Prado, et al
(2019)

Bach, et al.
(2019).



20 caninos con enfermedad
de DIV protruido

4 caninos con LME crénica de
mas de 6 meses de duracion,
gue ya habian sido sometidos
a tratamiento quirtrgico, con
paraparesia y paraplejia.

6 caninos con fracturas no
desviadas y compresion
vertebral, presente la PDP en
todos ellos. Distintos grados
de déficits  neuroldgicos,
desde ataxia a paraplejia e
incontinencia urinaria.

Entre L7-S1

Entre T11y L2

Vértebras
lumbares (4/6) y
vertebras
toracicas T9 y
T11 (2/6)

Cirugia descompresiva e
inyeccion intradiscal

Intravenosa lenta

Percutanea e
intraparenquimal

CMM- MO autdlogas unidas a
micro portadores de colageno

Medio acondicionado con
CMM-MO alogénicas, 1x10¢ de
células en 1 ml de medio
acondicionado 4 infusiones en
un plazo de un mes a una dosis
de 1-2 ml/kg en SF

CMM-MO alogénicas 1X10¢
células en 1 ml de solucion. Se
repitio cada 15 dias, hasta un
méaximo de 4 dosis segun el
caso.

Se observa una mejora clinica en todos los grupos, 6 caninos
desarrollan nédulos de Schmorl como efecto adverso
secundario, Unicamente dos muestran dolor lumbar en
aumento como signo clinico, 3-4 meses después del
tratamiento. El riesgo puede disminuirse al administrar menos
volumen. No se logra regenerar la estructura del DIV
degenerado.

Segln escala de puntuacién todos los perros muestran
mejoras clinicas hasta 6 meses posteriores al tratamiento. La
miccion voluntaria se recuper6 en dos de los perros.

Tres de los 4 animales que presentaban paraplejia lograron
soportar su peso corporal y volverse ambulatorios, uno de
ellos mejora significativa pero no soporta el peso. Los otros
dos caninos tenian lesiones menos graves y volvieron a
caminar normalmente. El dolor superficial se recuper6 al igual
que la incontinencia urinaria.

Steffen,
(2019).

et

al.

Vikartovska, et al.

(2020).

Sharun,
(2020).

et

al.
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Abreviaturas: Congeladas/Descongeladas (C/D), células madre (CMM), CMM derivadas de médula 6sea (CMM-MO), CMM derivadas de tejido adiposo (TA), toracica (T), lumbar (L), percepcién del dolor
profundo (PDP), suero fisiologico (SF), lesién de médula espinal (LME), trauma medular agudo (TMA), disco intervertebral (DIV), miembros posteriores (MPs).



CONSIDERACIONES FINALES

Las LME son frecuentes en animales de compafiia y su principal importancia radica
en que pueden llevar a una pérdida permanente de las funciones motoras y viscerales
que conlleva a la dependencia por parte de sus propietarios el resto de sus vidas
determinando un gran desgaste psicolégico de los mismos y sin lugar a dudas, una
deteriorada calidad de vida de los animales afectados. A su vez, las terapias actuales
utilizadas en el TMA tienen grandes limitaciones ya que si bien pueden disminuir la
sintomatologia no pueden utilizarse de por vida dado los riesgos que implica; lo que
ocasiona en los médicos veterinarios una frustracion inmensa por no poder revertir la
situacién de sus pacientes y con el tiempo en muchos de los casos, se termina
optando por la eutanasia.

Algunos animales que sufren un TMA recuperan parte de la locomocién adoptando
una marcha medular; lo que solo podria ser posible cuando reciben una pronta
atencion veterinaria, en la que se aplican antiinflamatorios, analgésicos e
inmovilizacién para posteriormente con la ayuda de fisioterapia por largos periodos
lograr ciertos avances. Pero, Unicamente son algunos los que tienen éxito y éste se
observa en los animales donde el dafio medular es leve. Se sabe que en aquellos
animales donde la percepcion del dolor profundo no esté presente, la ME ha sufrido
un dafio grave, practicamente irreversible. Por lo tanto, se puede considerar a la
pérdida de la PDP, como el factor pronéstico mas importante cuando se desea dejar
en claro las expectativas de recuperacion de las funciones perdidas.

Si bien se realiza un analisis de las terapias celulares, comparar los resultados es
dificil debido a que hay muchas variables en juego, como los diferentes criterios de
inclusion de seleccion de casos, las enfermedades causales de la LME, los signos
clinicos como periodo de tiempo en el cual se pierde la PDP y la modalidad de
tratamiento de eleccion, como tipo celular, via de administracibn, namero de
aplicaciones, entre otras. Entonces, se podria decir que en la actualidad la informacion
sobre el uso de terapia celular en traumas medulares caninos es inconclusa y aun
deja dudas sobre cémo y cuando aplicarla. A su vez, se han llevado a cabo
investigaciones en LME inducidas que evidencian el potencial efecto regenerador del
tejido neural dafiado que podria alcanzar la terapia con CMM inducidas genéticamente
a células progenitoras neurales, lo que aun debera probarse in vivo. Si bien existen
multiples hipoétesis sobre el mecanismo de accion que tienen las CMM, hasta el
momento no se ha logrado un consenso entre los trabajos evaluados; pero los
estudios tanto de lesiones inducidas como naturales demuestran que la eficacia
terapéutica es prometedora y los reportes de efectos adversos escasos.

Para finalizar, el potencial terapéutico de las CMM continda siendo el mayor punto de
interés entre los investigadores y médicos veterinarios. Por lo mencionado en este
trabajo queda claro que tanto por su multipotencialidad, capacidad de promover la



regeneracion tisular y su efecto inmunomodulador muestran un futuro auspicioso para
ser usadas de rutina como tratamiento seguro y eficaz para LME en caninos.
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