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Resumen— Los traumas por lesion cerebral penetrante
pueden variar desde un dafio minimo, generar defectos cognitivos
y motores o incluso causar la muerte, lo que nos lleva a plantear
un posible tratamiento. Entre estas alternativas encontramos al
tamoxifeno y resveratrol que tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias anti-apoptoticas y anti-mutagénicas
promoviendo asi un posible efecto neuroprotector [1-3]. Sin
embargo, el resveratrol tiene baja estabilidad quimica y rapido
metabolismo. Esto hace necesario plantear una estrategia para
estabilizar la molécula y facilitar su paso por la barrera hemato-
encefalica, obteniendo efectos terapéuticos mas efectivos.
Planteamos una estrategia de tratamiento con tamoxifeno durante
el periodo agudo del dafio (0-2 post-lesion) y con resveratrol en la
fase cronica (3-21 post-lesion), utilizando microparticulas
lipidicas como vehiculo de administracion para el resveratrol y
evaluando el efecto del tratamiento conjunto en la actividad
locomotora después del dafio en corteza motora mediante analisis
de la locomocion a los 7, 14, 21 y 28 dias post-lesion.

Palabras clave—Tamoxifeno, resveratrol,
sistema nervioso central.

locomocion,

1. INTRODUCCION

Los traumas por lesiéon cerebral penetrante pueden
variar desde un dafio minimo, defectos cognitivos, motores
y en algunos casos la muerte [4, 5]. Dicha lesion cerebral
ocurre cuando una fuerza impacta en la cabeza con una
energia lo suficientemente alta como para romper las
meninges y penetrar hasta el cerebro [6]. Después de la
lesion fisica se produce una compleja serie de eventos a
nivel celular y molecular que ocurren en la proximidad de la
lesion, estos son: hemorragia, ruptura de la barrera hemato-
encefalica, edema, dafio axonal, desequilibrio idnico, estrés
oxidativo, inflamacién y muerte neuronal [7]. Estos eventos
llevan a la activacion de las células gliales, microglia y
astrocitos principalmente, los cuales forman una barrera
fisica denominada cicatriz glial que impide la conexion
adecuada de axones en la zona que lo rodea al nucleo de la
lesion (zona de penumbra), lo que conlleva a una
degradacion de las neuronas en la fase aguda
desencadenando apoptosis neuronal en la fase cronica [8].

Cuando la lesion ocurre en el area correspondiente a las
funciones motoras (corteza motora), se disminuye la
capacidad para realizar ciertas tareas con precision como son
disminuciéon en la velocidad, longitud de la zancada,
cadencia, aceleracion lineal, apertura angular [9]. Este tipo
de modelos de dafio nos llevan a profundizar en el estudio

de un tratamiento oportuno para disminuir la degradacion
neuronal generada después de la lesion.

El tamoxifeno un farmaco no esteroideo indicado
principalmente para el tratamiento de cancer de mama [10],
sin embargo demostrd tener efectos neuroprotectores
disminuyendo la inflamacion, la gliosis reactiva y la
apoptosis neuronal [1], el dafio excitotdéxico y oxidativo
[11], mejora la recuperacion funcional del aparato locomotor
después de una lesion en sistema nervioso central [12] y
previene la desmielinizacion después de dafio en médula
espinal [13],

El resveratrol es una fitoalexina polifendlica que se
encuentra en las raices, tallos y cascara de la uva, asi como
en el vino tinto y otras bayas. Ha demostrado tener
propiedades farmacolégicas, que incluyen capacidad
antioxidante, actividad antiinflamatoria y anti-mutagénica,
asi como efectos anticancerigenos [3, 14]. En sistema
nervioso el resveratrol, tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anti-apoptéticas, promoviendo asi un
efecto neuroprotector [2, 3]. Sin embargo se metaboliza en
poco tiempo lo cual disminuye su biodisponibilidad y su
vida media plasmatica es de 8 a 14 min y una degradacion
casi total a los 60 min [15], lo que se traduce en niveles
bajos de resveratrol en el cerebro. Un método que ha
demostrado ser eficiente para aumentar la biodisponibilidad
del resveratrol y pueda observarse un efecto terapéutico por
mas tiempo es mediante la creaciéon de microparticulas
lipidicas so6lidas, las cuales tienen la capacidad de unirse al
resveratrol debido a la alta lipofilia [16] .

Las propiedades del tamoxifeno y resveratrol nos llevan
a plantear un tratamiento con tamoxifeno durante el periodo
agudo del dafio (0-2 dpl) y con resveratrol en la fase cronica
(3-21 dpl), utilizando microparticulas lipidicas s6lidas como
vehiculo de administracion para el resveratrol, para
favorecer la recuperacion de la corteza motora y su funcion
después de lesion cerebral penetrante.

II. METODOLOGIA
A.  Procedimiento experimental
Se utilizaron 12 ratas macho adultas de 250 a 300 g de
la cepa wistar, a las cuales se les realizd lesion cerebral
penetrante en la corteza motora primaria del hemisferio
derecho, que concierne al control motor de la extremidad
posterior izquierda (I mm medio-lateral, de -0.5mm a
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0.5mm antero-posterior y 3mm dorso-ventral con respecto a
Bregma Fig. 1). Se evaluaron durante 28 dias post-lesion
(dpl) y se dividieron en 3 grupos (4 animales por grupo).

1. Testigo: se les realiz6 lesion cerebral penetrante y se les
administré solucién vehiculo, via I.P, del 0-2 dias post-
lesion.

2. Tamoxifeno + resveratrol con cetil-palmitato
(TAM+RES/CP): se les realizd cirugia de lesion
cerebral penetrante, se administr6 tamoxifeno (1mg/kg),
del dia 0-2 y resveratrol (125 mg/kg), con cetil
palmitato como vehiculo del dia 3 a 21.

3. Tamoxifeno + resveratrol con PBS (TAM+RES/PBS):
cirugia de lesién cerebral penetrante, se administrd
tamoxifeno (Img/kg), del dia 0-2 y resveratrol
(125mg/kg), con tampén de fosfatos (PBS) como
vehiculo del dia 3 a 21 dias post-lesion.

B.  Andlisis cinematico

El analisis cinematico de la locomocion nos permite
saber si el tratamiento que se esta aplicando tiene algin
efecto positivo en la recuperacion de la funcion motora.
Debido a la zona donde se realizo la lesion se observo un
mayor dafio en los miembros posterior de la rata durante las
fases de la marcha (traslado y apoyo), principalmente en el
lado izquierdo por ser la zona contralateral al dafio en
corteza cerebral.

Previo al dafio cerebral, las ratas se entrenaron para
caminar (10 min por 5 dias) a través de un tlnel de acrilico
de 100 cm de largo por 10 cm de alto y 9 cm de ancho.

Se empled un sistema de video, constituido por tres
camaras de video a una resolucion 640 x 480 pixeles y 90
cuadros por segundo, localizadas a lo largo del tinel de
acrilico que se mencion6 antes. Las ratas fueron rasuradas
previamente para ser marcadas en cada una de los puntos de
interés (fig.1.C), con el fin de obtener los angulos durante la
marcha, del &angulo interno cadera, el éangulo de Ia
articulacion femorotibial-femoropatelar, y la tibio-tarsiana.

Mediante las camaras se adquieren videos de la
locomocion en cinco momentos, antes de la lesion (basal) y
alos 7, 14, 21 y 28 dpl. Estos videos se procesan mediante
el software rat walk tracker creado por el cuerpo académico
de inteligencia computacional (UDG-CA-893), en el cual se
trabaja cuadro por cuadro marcando un punto en cada uno
de los puntos observados en la rata. Una vez marcados los
cuadros requeridos se crea un archivo con las coordenadas
de cada uno de los puntos marcados en su cuadro
correspondiente.

Con las coordenadas de cada articulacion de interés, se
abren los datos en Matlab para graficarlas y generar la
trayectoria del movimiento de la rata. Para encontrar la
distancia de la zancada, se mide la distancia en pixeles desde
el inicio de la fase de traslado hasta el final de la fase de
apoyo en cada una de las zancadas y se convierte a

centimetros conociendo el factor de conversion en cada una
de las camaras.

Y (

a ) 7

Fig. 1: A: Vista sagital de la zona de dafio en corteza motora. B: Vista
coronal de la zona de dafio. C: Representacion de las marcas colocadas en
la rata, cresta iliaca (1), articulacion coxofemoral (2), articulacion
femorotibial-femoropatelar (3), hueso tarso(4), articulacion
metatarsofalangica (5). D: Trayectoria de la rata durante marcha,
mostrando las fases de traslado y apoyo.

III. RESULTADOS
Meétodo de andlisis cinematico

Los resultados obtenidos mediante el método de analisis
cinematico nos permitié obtener una base de datos con las
coordenadas de las trayectorias de 12 ratas durante la
locomocioén en estado normal y con anomalias posterior al
dafio cerebral, logrando destacar patrones anormales y de
recuperacion particulares de cada grupo.

Analisis cualitativo de la locomocion

En las figuras 1 y 2 se muestran las caracteristicas de la
marcha en el estado basal y post-lesion de los tres grupos
evaluados.

A los 7 dias después de la lesion se observa en la
articulacion tibio-tarsiana y de la rodilla una disminucion
del angulo de apertura durante la fase de balanceo
produciendo una disminucion de la longitud de la zancada
en los 3 grupos de estudio, siendo el grupo testigo el mas
afectado. Este efecto se ve principalmente en la extremidad
izquierda, y por su parte la extremidad derecha intenta
compensar este movimiento reduciendo la zona de apoyo de
la extremidad principalmente con los metatarsos y se
aumenta el angulo de apertura en la articulacion de la
rodilla. El grupo TAM+RES/CP tuvo un mejor desempefio
en la marcha ya que observamos mayor apertura de la
articulacion de rodilla y una mayor velocidad al realizar los
pasos después de la lesion.

A los 14 y 21 dpl distinguimos una gran diferencia
entre el grupo testigo respecto a los grupos TAM+RES/CP y
TAM+RES/PBS, esto debido principalmente a la falta de
coordinacién de las articulaciones en el miembro posterior
izquierdo, se contempla también una mayor recuperacion de
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los grupos TAM+RES/CP y TAM+RES/PBS con un
aumento en la longitud de la zancada respecto a los 7 dias
post-lesion. El grupo TAM+RES/CP sigue presentando una
mayor apertura angular en la articulaciéon metatarsiana, sin
embargo, el grupo TAM+RES/PBS tiene una mejor
coordinacion de los pasos a los 21 dpl. Hasta este punto
podemos destacar una considerable restauracion de la
locomocion de las ratas de manera cualitativa en los grupos
TAM+RES/CP y TAM+RES/PBS.

Basal

7 dpl

14 dpl

21 dpl

Fig. 2: Evolucion de la locomocion de rata lado derecho. A. grupo testigo;
B: grupo TAM+RES/PBS; C: grupo TAM+RES/CP.

Por ultimo, en los 28 dpl notamos una recuperacion
casi completa de la extremidad derecha en los tres grupos de
estudio, no obstante, en la extremidad izquierda seguimos
observando una disminucion de la apertura angular en las
articulaciones de rodilla y tobillo. El grupo TAM+RES/PBS
muestra una mejor coordinacion de las articulaciones, sin
embargo, el grupo TAM+RES/CP tiene una mayor
velocidad al momento de realizar los pasos. La distancia de
la zancada aumenta respecto a los 3 tiempos anteriores y
tenemos una recuperacion en los tres grupos con un mejor
resultado en el grupo TAM+RES/CP.

B. Longitud de la zancada

En las tablas 1 y 2 podemos observar que en el grupo
testigo disminuye la distancia de la zancada a los 7 dpl en la
extremidad izquierda y después conforme pasa el tiempo va
recuperando la distancia del paso, mientras que la
extremidad derecha a los 7 dias se ve un aumento de la
distancia el cual disminuye y aumenta sin un patrén hasta
los 28 dias donde observamos una amplitud similar a estado

basal.
DISTANCIA PROMEDIO DE LA ZANCADA, EXTREMIDAD

1ZQUIERDA
Basal 7 dpl 14 dpl 21dpl 28dpl
Testigo 7.65 6.65 7.72 8.10 9.28
TAM+RES/PBS 6.57 7.80 7.13 8.00 8.63
TAM+RES/CP 6.87 6.47 7.50 7.94 9.01

Fig. 1: Evolucion de la locomocién de rata en el lado izquierdo. A. grupo
testigo: B: grupo TAM+RES/PBS; C: grupo TAM+RES/CP.

Basal

14 dpl

21 dpl

28 dpl

TABLA 1. Distancia promedio de las zancadas de la extremidad posterior
izquierda por grupo en su estado basal y post-lesion (centimetros).

DISTANCIA PROMEDIO DE LA ZANCADA, EXTREMIDAD

DERECHA
Basal 7 dpl l4dpl  21dpl  28dpl
Testigo 6.88 8.32 6.11 8.90 7.48
TAMRESPBS  7.34 6.80 6.43 7.01 743
TAM+RES/CP 7.02 6.79 7.99 7.36 9.32

TABLA 2. Distancia promedio de las zancadas de la extremidad posterior
derecha, por grupo en los diferentes tiempos de estudio (centimetros).

En el grupo TAM+RES/PBS la extremidad izquierda
de las ratas muestran un aumento en la distancia de la
zancada desde los 7 dpl con tendencia a seguir aumentando
en los dias posteriores destacando un efecto benéfico gracias
al tratamiento, en su extremidad derecha vemos el caso
contrario, después de los 7 dpl disminuye la distancias
respecto al estado basal y permanece con esta amplitud hasta
los 28 dpl.

El tratamiento de TAM+RES/CP mostr6 una
disminucién muy baja de la distancia de la zancada tanto en
la extremidad izquierda como derecha con una tendencia a
incrementar en los dias posteriores.

IV. DISCUSION
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El modelo de dafio en la corteza motora primaria de la
rata nos mostré que la lesion afecta la actividad motora en la
marcha de la rata desde el primer dia de la lesion hasta los
21 y 28 dpl, momento en el que observamos que hay una
recuperacion parcial espontanea en esta conducta motora.
Por lo que se tendria que efectuar una lesion mas severa o
cambiar la especie de estudio.

La lesion se hizo en la corteza motora primaria del
hemisferio derecho del cerebro, por lo que la extremidad
posterior izquierda es la que muestra mayor afectacion
durante la marcha. Sin embargo, como la marcha depende
de ambas extremidades, también se presentan efectos
negativos en la extremidad posterior derecha.

Este tipo de anomalias mostradas después del dafio
fueron posibles de observar con ayuda del método de
analisis cinematico. Se pretende presentar en posteriores
estudios los resultados obtenidos en relacién a las curvas
angulares de cada articulacion asi como la correlacion de las
curvas, existente después de la lesion, con y sin tratamiento.

Este método de adquisicion de videos nos ayudé en gran
medida para este estudio sin embargo hay diferentes
deficiencias que se deben corregir en posteriores trabajos
como lo son: una marcacion mas adecuada que solucione
posiblemente el efecto del movimiento de la piel durante la
marcha, buscar un color de marcacién que permita realizar
un procesamiento de imagenes sin que los colores de la piel
de la rata o del fondo de la camara influyan. La posibilidad
de reducir el error de paralaje en las camaras.

Por otro lado el tratamiento con tamoxifeno y
resveratrol reflejo efecto neuroprotector desde los 7 dpl
donde observamos recuperacion en el patron de la conducta
motora en varios parametros como se describido en el
apartado anterior, en los grupos TAM+RES/CP vy
TAM+RES/PBS.

El tratamiento con tamoxifeno y resveratrol utilizando
el cetil palmitato como vehiculo fue diferente en
comparacion al que utilizo solo PBS como vehiculo, de esto
deducimos que logro estabilizar la molécula de resveratrol y
asi tener un efecto terapéutico mayor ante la lesion cerebral
que se produjo. Las graficas de comparacion muestran que
conforme avanza el tiempo del estudio, la marcha normal de
las ratas se restituye de manera significativa a comparacion
de los primeros dias de post-lesion.

Destacamos de igual manera que en el resto de los
grupos si existe una mejoria ante los eventos ocasionados
por la lesion penetrante, sin embargo como ya
mencionamos, el que ofrece mejores resultados es el grupo
TAM+RES/CP, podemos mencionar que el tratamiento
conjunto logr6 detener la degeneracion de células logrando
asi restituir las funciones motoras muy similares a las que
existian antes de la lesion.

La distancia de las =zancadas en los grupos
TAM+RES/PBS y TAM+RES/CP tuvieron una disminucion

menor con respecto al grupo testigo, destacando un efecto
neuroprotector, de igual manera se observa un mejor
resultado con la solucion de micro particulas de resveratrol
con cetil palmitato.
V. CONCLUSION
La administracion del resveratrol con cetil palmitato y
tamoxifeno nos confirmé que se puede restituir casi en su
totalidad la marcha normal de las ratas con lesion cerebral
penetrante en la corteza motora primaria. No obstante, a
futuro se puede proponer un estudio morfologico del tejido
neuronal para identificar cudl fue el impacto a nivel celular
que se llevo a cabo con este tratamiento y proveer de mas
informacion acerca de su uso. También se proyecta la
implementacién de otros métodos de grabacion donde
solucionemos los errores encontrados.
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